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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

平成 23－25 年度 総合研究報告書 

 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する 
総合的対策の確立に関する研究 

 
研究代表者 高崎智彦（国立感染症研究所ウイルス第一部 室長） 

 

研究要旨： 
デングウイルス(DV)はフラビウイルス科、チクングニアウイルス(CHIKV)はトガウイルス科アル

ファウイルスに属する RNA ウイルスである。どちらもネッタイシマカあるいはヒトスジシマカな

どの蚊を媒介としてヒトに感染する。DV はデング熱(DF)やデング出血熱(DHF)という異なる病態

を惹起する。世界的に年間数千万～１億人が DF、数十万人が DHF を発症している。地球温暖化と

流行地の都市化現象が要因となり流行地域拡大が最も危具されている感染症である。我が国の輸入

症例も年々増加し、2013 年には 249 例と感染症法施行後最高の報告数であった。2010 年以後は震

災後の海外旅行者が減少した 2011 年を除いて、毎年 200 例以上のデング熱輸入症例が報告されて

いる。2013 年 8 月に日本国内を旅行したドイツ人旅行者が、直行便でドイツに帰国後デング熱を

発症した日本からのデング熱輸出症例の疑い症例が報告され、患者検体をドイツから取り寄せて確

認検査を実施したところ、デングウイルス 2 型感染であることを確認した。 
また、デング熱と類似の症状を来たす Zika 熱が 2007 年のミクロネシアでの流行以後、太平洋島

嶼国、東南アジアで流行が散発している。2013 年 12 月にフランス領ポリネシア BoraBora 島から

我が国への初めての Zika 熱輸入症例 2 例を病原体検査および中和抗体測定により確認した。今後

IgM 抗体検査法を確立する必要がある。また、チクングニアウイルスに近縁であるロスリバーウイ

ルスによりオーストラリアで流行しているロスリバー熱の初輸入症例を 2013 年 5 月に確認し、IgM
抗体検査法を含めて実験室診断法がほぼ確立された。 
本研究班では、現場で迅速に対応できる前処理を簡略化した検査法の確立のために LAMP 法のデ

ングウイルス、チクングニアウイルス検出法（ヒト検体および蚊）を改良した。また日本脳炎ウイ

ルスレプリコンを用いた 1 回感染性フラビウイルス粒子産生系を構築し、抗原性を保持しているだ

けでなく中和試験のような機能的検査にも利用できることが明らかになった。抗体検査においては、

イムノクロマト法を開発し良好な感度、特異性が得られた。またデングウイルス粒子抗原検出イム

ノクロマト法も開発に着手し、ウイルス抗原を昆虫細胞発現ベクターにより増殖させた。 
動物モデルに関しては、デングウイルスに対して感受性の高いマーモセットが、チクングニアウ

イルスに対しても同等の感受性を有することが明らかとなった。しかし、マーモセットは、旧世界

ザルと比較すると免疫学的背景は明らかでない部分が多い欠点がある。そこでマーモセットの

CD14、IL-1a、IL-1ｂ、IL-12b の４遺伝子および T 細胞レセプター遺伝子（TCR 遺伝子）のα鎖、

β鎖可変領域（TRAV、TRBV）の 56 遺伝子を同定したデータをもとに、免疫関連遺伝子発現量を

評価するために定量リアルタイム PCR（qPCR）を開発してきたが、これを実際にデングウイルス、

チクングニアウイルス感染マーモセットモデルにより応用した。 
2011 年 2 月から、感染症法において 4 類感染症全数把握疾患に規定されたチクングニアウイル

スは、2005 年に西インド洋諸国で流行が拡大した後、インド、スリランカに拡大し、2007 年には

インドからの輸入症例によりイタリアで国内流行が発生した。2011 年にはフィリピンミンダナオ島

で国内流行が確認され、2012 年にはメトロマニラをはじめ各地に拡大した。我が国への輸入症例も

2013 年は 13 例であった。ヒトスジシマカにおいては DENV1 の高い増殖性が認められたが，一方

で，DENV2 は，DENV1 に比べて増殖性が低いという結果が得られたが、1942－45 年の国内デン

グ熱流行株がデングウイルス 1 型株であったこととの関連は明確ではない。また、チクングニアウ

イルスに対する国内蚊感受性の検討の結果、ヒトスジシマカ以外にリバーズシマカとヤマダシマカも

感受性を有することが明らかとなった。 



また、旅行者ワクチンとしての細胞培養不活化日本脳炎ワクチンの評価として成人での抗体応答

を解析した。その結果、接種後一ヶ月で上昇した中和抗体が、一年後に有意に低下することが明ら

かになった。特に接種前の日本脳炎抗体陰性接種者では抗体低下が顕著であった。 
海外渡航者や海外派遣企業の健康管理担当者を対象に、蚊媒介感染症のうちでもデング熱に関す

る意識調査や知識レベルの調査を行った。「流行地域の在留邦人」や「海外派遣企業の健康管理担当

者」についてはデング熱への関心が高いが、媒介蚊の対策など予防面での知識が不足していること

が明らかになった。こうした調査結果にもとづき、ホームページ、パンフレット、ポスターなどに

よる情報提供を開始した。 

 

 
分担研究者： 
小西英二（大阪大学微生物病研究所教授） 

森田公一（長崎大学熱帯医学研究所教授） 

高橋和郎（大阪府公衆衛生研究所副所長） 

永田典代（国立感染症研究所感染病理部 

室長） 

澤辺京子（国立感染症研究所昆虫医科学部

部長） 

鈴木隆二（相模原病院臨床研究センター室

長） 

江下優樹（大分大学医学部・感染分子病態

制御学講座准教授） 

モイ メンリン（国立感染症研究所ウイル

ス第一部 研究官） 

濱田篤郎（東京医科大学渡航者医療センタ

ー教授） 

倉根一郎（国立感染症研究所副所長） 

 

Ａ．研究目的 
デングウイルス(DV)はフラビウイルス科、

チクングニアウイルス(CHIKV)はトガウイ

ルス科アルファウイルスに属する RNA ウ

イルスである。どちらもネッタイシマカあ

るいはヒトスジシマカなどの蚊を媒介とし

てヒトに感染する。DV はデング熱(DF)や
デング出血熱(DHF)という異なる病態を惹

起する。世界的に年間数千万～１億人が DF、
数十万人が DHF を発症している。地球温

暖化と流行地の都市化現象が要因となり流

行地域拡大が最も危具されている感染症で

ある。我が国の輸入症例も年々増加し、2013
年には 249 例と感染症法施行後最高の報告

数となった。また、2013 年 8 月に日本国内

を旅行したドイツ人が直行便で帰国後、デ

ング熱を発病した事例があり、病院の検査

室レベルで実施できる迅速キットの評価を

行い普及の可否を検討する。輸入症例中に

毎年十数例の出血熱、重症例の報告がある。

DHF は発症すると全身血管からの血漿漏

出、補体系の異常活性化、血小板減少に伴

う出血傾向、粘膜からの出血、播種性血管

内凝固症候群などをきたし致死的となる。   
また、2005 年に西インド洋諸国で流行が

拡大したチクングニア熱は、インド、スリ

ランカに拡大し、2007 年にはインドからの

輸入症例によりイタリアで国内流行が発生

し、2011 年にはフィリピンミンダナオ島で

流行が確認され、2012 にはメトロマニラに

流行が波及し、ルソン島以外の島々にも流

行が拡大、継続している。 
昆虫媒介性ウイルス感染症流行の拡大傾

向のなかで、より迅速な病原体、血清診断

法を開発し地方衛生研究所、検疫所等に技

術移転する。また輸入症例に対しては、海

外渡航者や医療従事者への啓発ガイドブッ

クとビデオ等を作成し、海外渡航、駐在先

での感染防止策を確立する。また、CHIKV、

DV に対する新たなワクチン開発のための

基礎データを収集する。媒介蚊対策は、

CHIKV、DV は国内に生息するヒトスジシ

マカが媒介可能であるため、国内のヒトス

ジシマカサーベイランスと両ウイルス感受

性について解明する。多くの日本人は DV
と近縁な日本脳炎ウイルスに対する抗体を

保有している。抗日本脳炎抗体が DV 感染

者における感染増強現象を、我々の開発し

た Fc レセプター発現 BHK 細胞を用いて感

染増強抗体を測定し、わが国に DV が侵入

した場合の重症デング熱発生頻度を推定す

る。 

 



Ｂ. 研究方法 

１． 診断法の開発・評価 

RT-LAMP 法を用いたウイルス遺伝子迅速

診断法の開発・応用 
 RT-LAMP 法による媒介蚊からのウイル

ス検出法、ヒトの全血からの前処理を省略

したウイルス遺伝子検出法を検討した。チ

クングニアウイルスと媒介蚊乳剤あるいは

ヒトの血液を混合し、前処理を省略して

RT-LAMP 法によりチクングニアウイルス

増幅を試みた。 
GENECUBE を用いたアルボウイルスウイ

ルス遺伝子迅速診断法の開発 
 検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検出・

判定までを行う全自動遺伝子解析装置であ

る GENECUBE® （ TOYOBO ） に よ る

GENECUBE Qprobe 法のためのプライマ

ーと Q プローブ設計し、デングウイルス、

日本脳炎ウイルス、ウエストナイルウイル

スの検出感度、特異性を検討した。 
 
１回感染性フラビウイルス粒子の産生 

JEV Nakayama 株のレプリコン cDNA
をCMVプロモーターとHDVリボザイム配

列の間に挿入したレプリコンプラスミドを

作製した。また、このレプリコンから NS5
領域でフレームシフトさせ、RNA ポリメラ

ーゼ活性を持たない変異体も作製した。

JEV の構造蛋白質発現プラスミドは、JEV 
Nakayama 株由来の C-E、C、prME 領域

それぞれの cDNA を CAG プロモーター下

流に挿入して構築した。 
 
２．ワクチン 
成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに

対する抗体応答 
 健常成人 272 名（20～72 歳、平均 43 歳）

に細胞培養日本脳炎ワクチン（ジェービッ

ク V®）を接種し、約一ヶ月後の抗日本脳炎

中和抗体価を測定し、さらに接種一年後の

中和抗体価を測定し、中和抗体（防御抗体）

の維持に関して検討した。 
 
３．動物モデルの開発、病態解析 
マーモセットの免疫学的解析法 

 デングウイルス感染霊長類モデルとして

確立されつつあるマーモセットは、新世界

ザルであり免疫学的背景は明らかでない部

分は多い。そこで、サイトカイン系の発現

解析、MHC、T 細胞レセプター、個体識別

マーカーなどを検討し、ハウスキーピング

遺伝子（HKG）および免疫関連遺伝子の特

異的プライマーをヒト配列と相同性の高い

部分を採用し設計し、定量リアルタイム

PCR を構築した。日本脳炎ウイルスを腹腔

接種し、ウイストナイル脳炎を発病した感

染マウス脳内の細胞性免疫（ウイルス特異

的脳内浸潤 T 細胞）を解析した。 
 
デングウイルス初感染マーモセットにおけ

る生化学および免疫学の解析 
マ ー モ セ ッ ト に DHF0663 株 、

D2/Hu/Jamaica/77/2007NIID 株 、

D2/Hu/Maldives を 1.8x105 pfu/dose から

1.8x103 pfu/dose まで 10 倍段階希釈したウ

イルスをそれぞれ各 2 頭ずつ背側皮下に接

種し、接種前および接種後 2、4、7、14、
21 日目に採血を行いった。対象グループ（4
個体）は、採血のみ行った。さらに、4 個

体においては、DENV-2 (DHF0663 株)の接

種を行い、接種後 2、4、7、14 日目に採血

を実施した、血液一般検査、生化学検査、

ウイルス遺伝子検査、抗体検査を実施した。 

日本脳炎ウイルス感染マウス脳炎発症にか

かわる脳内浸潤 T 細胞の解析 
JEV は S982 株を使用し、7 週雌 C57B/6j
マウスに感染させ、13dpi に脳と脾臓から

total RNA を抽出し、TCR レパトア解析、

相 補 性 決 定 領 域 3 （ CDR3 ） size 
spectratyping、CDR3 アミノ酸配列解析を

実施した。WNV および TBEV で同様の解

析により得られた結果を基に、ウイルス間

における脳内浸潤 T 細胞の特異性を比較し

た。リアルタイム定量逆転写ポリメラーゼ

連鎖反応（RT-PCR）を用いて細胞性免疫

にかかわる各種マーカーの発現量を定量し

サイトカインバランスを解析した。 
 
病理学的解析 
 チクングニアウイルス感染マーモセット

の諸臓器を病理学的に解析した。また、新

生仔マウスにデングウイルスを脳内接種し、

マウス組織を用いて参照標本を作製し、ホ

ルマリン固定およびパラフィン包埋標本に

おけるウイルス特異的モノクローナル抗体



の交差反応性と至適条件の検討を行い、組

織切片上のウイルス抗原検出系を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
上記動物実験は、国立感染症研究所およ

び各関連施設における実験動物委員会のガ

イドラインにしたがって実施した。 
 
４．媒介蚊の殺虫剤感受性試験 
 2009 年および 2010 年にフィリピンで

採集したネッタイシマカ幼虫サンプル（エ

タノールに浸漬）より 1 頭ずつ DNA を抽出

し（REDExtract-N- Amp Tissue PCR Kit, 
Sigma-Aldrich），PCR の鋳型とした．4 カ所

のアミノ産置換をターゲットとするために，

2 組の PCR を行った。すなわち，I1011MorV，

L1014F，V1016G，F1534Cである．I1011MorV，

L1014F，V1016G，F1534C の遺伝子断片を

増幅した。また，I1011MorV および L1014F
を検出するために aegSCF3 プライマーでシ

ーケンス解析を行い，V1016G を検出するた

めに aegSCR22 プライマーを用いた．また，

F1534C を検出するために aegSCR8 プライ

マーを用いてシーケンス解析を行った． 
タイのネッタイシマカ 幼虫を野外で採

集し、繁殖させて成虫になるまで育てた。

成虫にし 0.75%ペルメトリンに 1 時間暴露

させて生存したネッタイシマカ成虫をペル

メトリン耐性とし、ペルメトリン耐性シマ

カのナトリウムチャネルドメイン IIS6 の

部分断片を、RT-PCR 法で増幅させ、配列決

定を行った。それらの個体から全 RNA を抽

出後、kdr 遺伝子ドメイン II の S4 ならびに

S6 をカバーする領域の first strand cDNA を

PCR 増幅させた。PCR 生成物を精製し、遺

伝子配列を決定し、変異を同定した。 
 
５．診断技術等の技術移転 
地方衛生研究所、検疫所にウイルス遺伝

子検査のための陽性コントロールを配布で

きるようにウイルス RNA 遺伝子の常温保

存・輸送方法を検討した。RNA 抽出キット

を用いて抽出したデングウイルス 1－4 型

RNA 遺伝子を、RNA stable tube（RNA 
stable 1.5ml Screw-Cap Tube）に入れ、蓋

を緩めた状態で真空遠心機により乾燥させ

る。乾燥させたチューブを室温（15-25℃）、

30℃および 40℃で長期保存して、-80℃凍

結保存のものとリアルタイム逆転写 PCR
（TaqMan）法により評価した。 
 
６．海外旅行者への啓蒙ツール開発 
「海外旅行に興味のある者」や「海外派遣

企業の担当者」を対象に、蚊媒介性感染症

のうちでもデング熱に関する意識調査や知

識レベルの調査を行った。「海外旅行に興味

のある者」についてはデング熱への関心が

低く、また病気の基本的な情報に乏しい状

況にあることが明らかになった。また、「海

外派遣企業の担当者」については、デング

熱への関心が高いものの、その予防方法（と

くに蚊の対策）についての知識が不十分で

あることが明らかになった。また、海外渡

航者への効果的な情報提供を行うためホ

ー ム ペ ー ジ を 充 実 さ せ

（http://www.tra-dis.org）、東南アジア各

国におけるデング熱流行状況もホームペ

ー ジ に 掲 載 し た 。

（http://www0.nih.go.jp/vir1/NVL/dengue
.htm） 
 
C. 研究結果 
１． 診断法の開発・評価 

１回感染性フラビウイルス粒子の産生 
JEV のレプリコン cDNA を CMV プロモ

ーター下流に挿入する事により、in vitro
で RNA 合成をする事なく、プラスミドを

直接細胞に導入して JEV ゲノムを複製さ

せる事が出来た。またこの時に構造領域発

現プラスミドを同時にトランスフェクショ

ンすれば、１回感染性のウイルス粒子が得

られる事が明らかとなった。これを用いて

中和試験を実施したところ、生ウイルスを

用いた結果と同等であった。 
 

ウイルス遺伝子迅速診断法の開発 
(1)（RT-LAMP）法 
 RT ランプ法では全血を 10 倍に薄めるこ

とで、RNA 抽出のような前処理を実施する

ことなくチクングニアウイルス遺伝子を検

出できた。 
(2)GENECUBE を用いたアルボウイルス

ウイルス遺伝子迅速診断法の開発 
ＤＶは１－４型すべて検出可能であった。

検出感度は４型が 10 コピー、3 型が 100 コ

ピーであった。最少検出ウイルス力価は１



型 2.3x10-2PFU, 2 型 6.0x10-4PFU, ３
型 3.2x10-3FFU, ４型 2.3x10-2FFU で

あった。 ＪＥＶ Beijing-1 株に対する検

出限界は、1.0x10-2FFU であった。 

 

迅速抗体検査キットの開発 

 ＩｇＭ捕捉法によりデングウイルス特異的イム

ノクロマト法を作製し、ベッドサイド利用できる

迅速抗体検査を開発した。この検査に用いる

ことのできる安全なウイルス粒子様抗原を昆虫

細胞で安定に発現する系を構築した。 
 
２． ワクチン 

旅行者ワクチンとしての細胞培養日本脳

炎不活化ワクチンの評価 

ワクチン接種者のうち継続調査ができた

154 名の幾何平均抗体価は、ワクチン接種 1

ヶ月後 87.6 倍から 1 年後には 21.8 倍と約

１/4 に低下した。1年後の陰転率は 21.4％

で、ワクチン接種後の抗体価が低いほど陰

転化する割合は上昇した。ワクチン接種前

の中和抗体価が<10 で抗体陽転した 80名の

群では、1 年後<10 に陰転化した例は 30 例

（37.5%）であり、1 年後に陰転化した 31

例の 96.7%を占めた。一方、ワクチン接種

前の中和抗体価が≧10ワクチン接種前の中

和抗体価が≧10 で抗体上昇した 64 名の群

では、1 年後<10 に陰転化した例は 1 例

（1.6%）であった。 

 
３．動物（霊長類）モデルの開発、病態解

析 

マーモセットの免疫学的解析法の確立 

（1）8 種類のハウスキーピング遺伝子

（HKG）の各組織における発現量が最も多か

ったのは rRNA で、逆に少なかったのは UBC

であった。 

（2）geNorm を用いた遺伝子発現安定性

を厳密に調べるため geNorm を用いて解析

を行った結果、脾臓、空腸、小脳は他の組

織と比べて安定性が低かった。しかし、す

べての組織で 8 遺伝子解析時において、安

定性が高いことを示した。全組織で 2 遺伝

子のみで normalization が十分であること

を示した。多くの組織において、GAPDH、ACTB、

SDHA、TBP はランキングが高く、逆に HPRT、

rRNA、B2M は低かった。 

（3）マーモセットとヒト白血球における

各免疫関連遺伝子の発現を比較したところ

CD4、IL-4 の発現量は、ヒトよりもマーモ

セットで有意に低値を示したが、IL-10、

IL-12β、IFN-γは有意に高値を示した。

CD8/CD4 比において、マーモセットではヒ

トよりも有意に高値を示した。さらに IFN-

γ/IL-4、IL-2/IL-4 比においてもマーモセ

ットはヒトよりも有意に高値を示し、Th バ

ランスがヒトと異なることを示した。 

 

デングウイルス初感染マーモセットにおけ

る生化学および免疫学の解析 
 生化学検査では DENV-2 接種マーモセッ

ト（5 個体）において AST 値、ALT 値の上

昇が認められた。LDH 値上昇は、6 個体に

認められた。BUN 上昇は 2 個体に認められ

た。Mock グループにおける AST, ALT, LDH
および BUN の有意な上昇は認められなか

った。血液一般検査では、血小板の減少が、

ウイルス接種 12個体中 5個体に認められた。

さらに、9 個体においては白血球数の減少

が認められた。DENV-2 接種 7 日目のマー

モセットにおいて、Mock と比較して、白血

球数が有意に減少した(P=0.03) 。 
 

日本脳炎ウイルス感染マウス脳炎発症にか

かわる脳内浸潤 T 細胞の解析 
TCR レパトア解析では、JEV 感染マウスの脳

では、TCRAV8-1、10-1、BV2-1 が有意に増

加していたが、その増加の程度は Surviving

群と Dying 群で差は有意でなかった。

TRAV8-1 に対して CDR3 size spectratyping

解析を行った結果、高いクローナリティー

が認められた。CDR3 アミノ酸配列解析で、

重症群では複数の同一クローンを個体間で

認められ、そのクローンの一部は軽症群に

も確認された。しかし軽症群では群に共通

するクローンは認められなかった。J 遺伝

子の発現パターンの解析の結果、Surviving

群と Dying 群では異なる J 遺伝子の使用率

がそれぞれ高くなっていることが確認され

た。リアルタイム PCR 解析で、Mock 群の脳

と比較して感染マウスの脳では CD3、CD8、

CD25（IL-2R）、CD69、Perforin、Granzyme A、

Granzyme B の発現レベルが増加した。

Surviving 群と比較すると Dying 群では

Perforin、Granzyme A、Granzym B が有意



に上昇していた。また脳内サイトカインバ

ランスを測定した結果、脳内サイトカイン

バランスは感染後徐々に Th1 側に偏ってい

った。しかし体重により予後判定のできる

13 dpi では Dying 群では Surviving 群と比

較してより Th1 側に偏っていた。 
 
フラビウイルス脳炎の病態解析 

脳炎を起こすフラビウイルス感染により

異なる病態を示す群間で、ウイルス感染免

疫に重要な役割を示す T 細胞のクローンレ

ベルでの変化がこれらの表現型に関与して

いる可能性がある。今後は今回検討したも

の以外の V ファミリーのクローンレベルの

詳細な検討を行うとともに、サイトカイン

レベルに関与する制御性 T 細胞関連因子に

も着目し感染後の予後決定因子を検索する

必要がある。 
 

病理学的解析 
 チクングニアウイルス感染マーモセット

の諸臓器を病理学的に解析したところ、

CHIKV 接種 4～21 日の長期に渡り脾臓およ

び腋窩リンパ節にウイルス遺伝子が検出さ

れた．また肝臓および脾臓において特異的

抗原が検出され，肝臓においては肝のシン

グルセルネクローシス，細胞浸潤，脾臓に

おいては二次濾胞の形成および starry sky

像が観察された。また、新生仔マウスにデ

ングウイルスを脳内接種し、マウス組織の

ホルマリン固定およびパラフィン包埋標本

におけるウイルス特異的モノクローナル抗

体の交差反応性と至適条件の検討の結果、

Anti-Dengue Virus E glycoprotein 
antibody (ab80914)が良好な反応を示した。 
 
４．媒介蚊の薬剤感受性試験 
(1)ペルメトリン耐性シマカのナトリウム

チャネルドメイン IIS6 の部分断片を、

RT-PCR 法で増幅させ、配列決定を行った。

4つの塩基変異が検出された。2つの突然変

異で、2 つのアミノ酸が置換されたすなわ

ち、S989P (T->C)と V1016G (T->G)であっ

た。この突然変異部位については、82 サン

プルの中で、SS 遺伝子型が卓越しているこ

とがわかり(n= 64)、それに SR (n= 14)な

らびに RR 遺伝子型(n= 4)が続いた。得られ

たデータから、これらのアミノ酸置換が、

ペルメトリン耐性ネッタイシマカの野外採

集集団に生じていた。 

(2)2009 年にフィリピン国内 30 カ所で採

集された 688 頭のネッタイシマカ幼虫に

関してピレスロイド剤感受性マップと比

較するとこれまで中南米地域で確認され

ている I1011 の変異はどの個体からも検

出されなかったが，V1016G の変異は 0～
61%の頻度で，F1534C は 0～76.3%の頻度

で確認された． G1016，C1534 ともにフ

ィリピン全土から採集されたネッタイシ

マカから広範囲に確認され，特に地理的

な偏りは見いだせなかった。 
(3) ペルメトリン耐性シマカのナトリウムチ

ャネルドメイン IIS6 の部分断片を、RT-PCR

法で増幅させ、配列決定を行った。4 つの塩

基変異が検出された。2つの突然変異で、2つ

のアミノ酸が置換された。すなわち、S989P 

(T->C)と V1016G (T->G)である。上記 2 ヶ所

の突然変異部位については、82サンプル中で、

SS 遺伝子型が卓越していることがわかり(n= 

64)、それに SR (n= 14)ならびに RR 遺伝子型

(n= 4)が続いた。 
 

５．診断技術等の技術移転：蚊媒介性ウイ

ルス RNA 安定室温保存に関する研究 

 デングウイルス遺伝子の長期保存安定性

に関する検討した結果、デングウイルス 1
型～4 型いずれの RNA も RNA stable tube
室温保存で 5 ヶ月間安定であった。また高

温保存における安定性を検討した結果、1
型～4 型 30℃、40℃下に 4 週間 RNA stable 
tube にて保存した結果いずれも RNA は安

定であった。 
 
６．海外旅行者への啓蒙ツール開発 
 デング熱などの蚊媒介性ウイルス感染症

の啓発のために、ホームページを作成し

e-learning 形式の「デング熱に関する検定」

を作成した。また、ジャカルタ、マニラの

在留邦人を対象に、デング熱の知識に関す

るアンケート調査を実施した。その結果、

日本人は蚊には夜刺されるという意識が強

く、デング熱の媒介蚊が夕方や明け方に刺

されることが多いという知識乏しいことが

明らかとなった。東南アジア主要各国（フ

ィリピン、ベトナム、カンボジア、ラオス、

マレーシア、シンガポール、タイ、台湾）



およびオーストラリアにおけるデング熱流

行状況もホームページに掲載した。 
（http://www0.nih.go.jp/vir1/NVL/dengue
.htm） 
 
D. 考 察 
診断法の開発としては、ウイルス遺伝子

検出法の開発、検体前処理法の改良、イム

ノクロマト法による迅速抗体検出法の開発

を行った。ウイルス遺伝子検出法としては、

現場即時検査の面からの RT-LAMP 法の確

立は媒介蚊の調査、血液からの前処理をな

くした検出は遠心機のないベットサイドで

の検査にに有用で POCT（Point of care 
testing）の手段となると考えられる。一方、

検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検出・判

定までを行う全自動遺伝子解析装置である

GENECUBE®による遺伝子検出法の確立

は、国内流行が拡大した場合に地方衛生研

究所等のマンパワーの不足を補えるものと

考えられる。抗体検査として、独自のデン

グウイルス IgM抗体イムノクロマトキット

を開発した。今後チクングニアウイルス

IgM 抗体イムノクロマトキットも開発する

予定である。また、プラスミドトランスフ

ェクションによる１回感染性 JEV 粒子産

生系は、中和試験などの機能性アッセイが

可能である。また prME の配列を変える事

によりデングウイルス、ウエストナイルウ

イルス、黄熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウ

イルスの１回感染性粒子の迅速簡便な作製

も可能であり、遺伝子配列が分かれば対応

可能である。 
ワクチン開発では、最も実用化に近いと

思われていた黄熱弱毒生ワクチン株とデン

グウイルス１－４型のキメラウイルスがタ

イの臨床試験で芳しくない結果が報告され

た た め （ Arunee et al. ; The 
Lancet.380(9853):1559-67,2012）、むしろ

ワクチンの評価方法や動物モデルに重点を

置くべきであり、それがワクチン実用化へ

の近道である。 
成人における細胞培養日本脳炎ワクチン

に対する抗体応答では、現在の細胞培養日

本脳炎ワクチン１回接種のでは、20%の抗

体非上昇者が存在した。やはり海外渡航者

のための旅行者ワクチン接種も 2 回接種が

必要である。また、幾何平均抗体価は、ワ

クチン接種1ヶ月後87.6倍から1年後には

21.8 倍と約１/4 に低下した。1年後の陰転

率は 21.4％で、154 人中 31 例が非防御レベ

ルの中和抗体価 10 倍以下となった。 
 動物モデルの開発では、デングウイルス

は自然なマウスではウイルス血症も起こさ

ない。ワクチンや治療薬の実用化の点から

も霊長類モデルの開発を行った。新世界ザ

ルであるマーモセットは旧世界ザルよりも

高いウイルス血症を示すことから感染モデ

ルとして有用であるが、旧世界ザルと比べ

て免疫系の基本情報が不足している点であ

るが、サイトカイン、Ｔ細胞関連の遺伝子

を同定し、その mRNA をリアルタイム PCR 法

を確立したことは、マーモセットを用いる

実験において、それらの解析に非常に有用

である。また、デングウイルス感染病理組

織の免疫染色には Anti-Dengue Virus E 
glycoprotein antibody （ab80914）が有用

であることを確認した。 

チクングニアウイルス（CHIKV）感染マー

モセットに関する病理学的解析では、CHIKV

接種 4～21 日の長期に渡り脾臓および腋窩

リンパ節にウイルス遺伝子が検出されたこ

と、さらに肝臓および脾臓において特異的

抗原が検出され，肝臓においては肝細胞に

おける特異的抗原の観察，肝のシングルセ

ルネクローシス，細胞浸潤が観察され，脾

臓では二次濾胞の形成および二次濾胞内に

starry sky 像が観察されたことから CHIKV

の感染が成立した可能性が示唆された．し

たがって今後さらなるウイルス学的および

病理学的詳細を解析する必要がある． 

媒介蚊の殺虫剤感受性に関しては、フィ

リピンのネッタイシマカがピレスロイド剤

に対して高頻度で耐性であることが判明し

た。また、タイのネッタイシマカが 0.75 % 

ペルメトリンに対して 80%未満の死亡率と

いう高い耐性を有していた。生存したペル

メトリン耐性ネッタイシマカ個体のナトリ

ウムチャネル遺伝子の IIS4-S6 ドメインに

4 つのヌクレオチド置換が検出された。こ

れらのネッタイシマカの殺虫剤耐性が、近

年のデング熱の流行拡大と関係する可能性

が考えられ、デングウイルス、チクングニ

アウイルス媒介蚊で日本国内に生息するヒ

トスジシマカに関しても検討する必要があ

る。 



実験室診断法の技術移転の一環として検

討した RNA 遺伝子の常温保存・輸送方法

の検討では、RNA stable チューブを使用す

ることでデングウイルスは少なくとも室温

保存 5 ヶ月間安定であることが確認できた。

また 4 週間の 30℃、40℃下での保存でも安

定であることを確認した。本方法により国

内衛生研究所、検疫所等の検査機関に輸送

する際に、ドライアイスを使用する必要が

なく、新たな RNA ウイルス感染症の検査

体制構築に極めて有用である。 

 
E．結 論 
 蚊媒介性ウイルスの遺伝子検出法として、

現場即時検査法として RT-LAMP 法の確立

と蚊および臨床検体（血液）への応用研究

を実施し、前処理の簡略化を図った。また、

検査機関におけるマンパワーの不足を補う

ために検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検

出・判定までを行う全自動遺伝子解析装置

による検出法も検討した。また、イムノク

ロマト法による IgM抗体検出キットの開発

を開始した。 
 プラスミドトランスフェクションによる

１回感染性 JEV 粒子産生系を確立した。

prME の配列を変える事によりデングウイ

ルス、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイ

ルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスの１回感染

性粒子の迅速簡便な作製も可能であり、そ

れらは感染中和アッセイ等に有用である。 
 デングウイルス感染動物モデルとして有

用であるマーモセットの免疫学的背景を明

らかにし、サイトカイン、Ｔ細胞関連の遺

伝子など免疫学的マーカーの測定系を確立

した。感染マーモセットの末梢血検査（生

化学、血球数）にヒトと同様の変化が生じ

ることを確認した。 
 2009 年に製造承認された、細胞培養不活

化日本脳炎ワクチンの旅行者ワクチンとし

ての有効性は、2 回接種が望ましいがその

防御抗体の維持能が長くないという問題点

が明らかになった。 
 ウイルス遺伝子 RNA の常温保存・輸送

法を見出し、30℃、40℃の高温下での安定

性を確認した。 
 デング熱流行地の在留邦人のデング熱に

関する認識度調査を行った結果、媒介蚊に

関する知識が不足していることが判明した。

日本人海外旅行者向け感染症に関するホー

ムページ、ポスターを作成した。 

 

F. 健康危険情報 
H23 年夏にフィリピン熱帯医学研究所

（RITM）に確認したところ、チクングニ

ア熱のミンダナオ島での流行が確認された

が、H24 年には流行がメトロマニラを含む

ルソン島はじめ多くの地域に拡大した。日

本人のフィリピンからの輸入症例も確認さ

れた。 

 

G.研究発表 
 研究成果の刊行に関する一覧表に記載し

た。 
 
H. 知的所有権の取得状況 
１．特許取得 
  な し 
 
２．実用新案登録 
  な し 
 
３．その他 
  な し 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関す

る研究」（H23-新興-一般-010） 

 

分担研究総合報告書（H23-25 年度） 

 

デングウイルス、チクングニアウイルスの迅速診断法の研究 

 

研究分担者 森田 公一  長崎大学・熱帯医学研究所 教授 

 

研究要旨： 

熱帯、亜熱帯を中心として蚊で媒介されるウイルス感染症、特にデングウイルスとチク

ングニアウイルスの感染が世界的に増加・拡大傾向にある。とりわけ、デングウイルスに

よる被害は深刻であり、世界保健機関は毎年世界では 2000 万～4000 万の感染者が発生し

ていると見積もっている。我が国においても、アジア、アフリカ、中南米を旅行し帰国後

発症するデング、チクングニア感染者が増加しており輸入感染症として重要であるが、加

えて、こられのウイルスを媒介する能力のあるヒトスジシマカが本邦内で繁殖しているた

め、ウイルスの国内流行も視野に入れた対策を講じ、準備をしておくことが必要と思われ

る。本分担研究では、迅速診断法の開発、改良を目的とした。 

初年度は日本で開発された遺伝子増幅検出技術である LAMP 法をデングウイルス等の検

出に応用した手法を開発した。これまで開発された同様の手法の多くは 4 つあるデングウ

イルスの血清型それぞれについての検査が必要であったが、今回開発した方法では、1 つの

検査で 4 つの型ともに高感度に検出することが可能であった。さらにデングウイルスと近

縁の日本脳炎ウイルス、ウエストナイルウイルス等とは反応せず、非特異反応もほとんど

なかった。このことから、本手は十分に有用な診断法であると判断した。 

２年次には迅速抗体診断法としてイムノクロマト法を開発し、あわせて安価な診断用抗

原の供給を目的として遺伝子工学手法を用いたデングウイルス様粒子の作成技術を開発し

た。得られた結果から、本研究をさらに推進することでデングウイルスの高感度で安全、

安価なベッドサイト抗体診断薬が供給可能であると判断した。 

３年次の研究では、過去 2 年間に得た経験を活用して、デングウイルスとの鑑別診断が

必要な日本脳炎などの他のフラビウイルスについての LAMP 法の作成やウイルス様粒子作

製法の構築を実施し、加えてこれまでに開発したデングウイルス、チクングニアウイルス

の迅速検出技術をデング熱流行国で活用してデングウイルス、チクングニアウイルスの検

出を実施しミャンマーでは同国に初めて ECSA 型（East Central South African genotype）

が侵入したことを明らかにした。 
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A. 研究目的 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイ

ルス感染症のうち、特にデングウイルス感染や

チクングニアウイルス感染等の簡便、迅速なウ

イルス遺伝子検出系、特異的抗体検出系を開発

すること。またこれらのウイルスに対する抗体

検出系診断薬に利用することのできる、安全、

安価な診断用抗原を作成するため、ウイルス粒

子様抗原を遺伝子工学手法を用いて作成し、そ

の特性や感度について評価すること、加えて試

作した手法を疾病流行地域で活用しその有用

性について検討することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

1. デングウイルスをはじめとする LAMP 法に

よる迅速診断法の開発 

デング 1～4 型ウイルスの遺伝子ゲノム 3’末

端にあるコンセンサス配列からデングウイル

スコンセンサスプライマーを合成した。栄研化

学社製の RT-LAMP キットに LAMP プライマーを

添加し、ウイルス培養液、ヒト血清サンプルか

ら抽出したRNAを添加してAuto-turbidimeter

で 63℃、1 時間測定した。RT-PCR 法はインビ

トロゲン社製の RT-PCR キットを用いて 2.の

RT-PCR プライマーとサンプル RNA を添加し常

法にしたがって、遺伝子増幅を行い、アガロー

ス電気衛動によって増幅産物を検出した。黄熱

ウイルスやダニ媒介性脳炎ウイルスについて

も同様に LAMP 法の開発を実施した。 

 

2. イムノクロマト法を用いた抗体診断薬の開発と、

診断用抗原（ウイルス様粒子）作製 

 セルロース膜に抗ヒトＩｇＭを固相化した。フラビ

ウイルス特異的マウスモノクロー抗体の金コロイド

による標識は定法により行い、イムノクロマト法の

バッファーに患者血清、標識抗体、抗原（４価のウ

イルス感染培養液）を混合し１５分間ＩｇＭ補足抗

体を固相化したセルロース膜スティックを浸すこと

で固相化した抗ヒトＩｇＭの位置に出現するバンド

の有無で陽性、陰性を判断した。 

(謝辞：イムノクロマト法については大塚製薬、織

田哲也博士のご指導をいただきました。) 

 ウイルス様粒子の作製については昆虫細胞発

現ベクター pIB/V5-His (Invitrogen 社製) を用い

デングウイルス１型～４型までのＰｒＭ－Ｅ遺伝子

をそれぞれ挿入して発現系を構築し blasticidin 

により高発現細胞を選択し安定発現系を得た。同

様にして、日本脳炎ウイルスや黄熱ウイルスにつ

いてもウイルス粒子様抗原の発現を実施した。 

（倫理面への配慮） 

組換え DNA 実験については長崎大組換え DNA

安全委員会への申請許可を得て実施した。 

 

3．診断薬評価のための流行地での調査 

2010年 7月～10月の期間にミャンマー国に

ある Mandalay 小児病院をデング熱疑いで受

診した患者のうちインフォームドコンセント

が得られている 116 例の患者サンプルを得た。

ウイルス特異的血清 IgM, IgG 検査、本研究で

開発した LAMP 法や RT-PCR 法によりウイル

ス遺伝子の検出を実施し、併せて検体の一部を

ヒトスジシマカ培養細胞クローン C6/36 細胞

に接種しウイルス分離を実施した。分離された

チクングニアウイルスについてはＥ１遺伝子

部分の塩基配列を決定し MAFFT, version 

7.058b によりアラインメントを調整して、 

Bayesian MCC tree （version 3.1.2）と

FigTree software（version 1.4.0.）を用いて樹

状解析を実施した。 

（倫理面への配慮） 

本研究におけるヒト血清の使用は、ミャンマー

国、長崎大学熱帯医学研究所倫理委員会におい

て承認をうけ実施した。 

 

C. 結果 

1. デングウイルスをはじめとするLAMP法によ

る迅速診断法の開発 

デングコンセンサス RT-LAMP プライマーを

用いて 4 つの血清型のデングウイルスの遺伝

子が検出可能であった。検出限界は DEN-1, -2, 
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-3, -4 型の代表型 について、それぞれ 1, 10, 

10, 1 copy であった。野生株 16 株を用いた

RT-PCR 法との比較では 7 株で 10～100 倍高い

感度、6株では同じ感度であった。デングウイ

ルスと近縁の日本脳炎ウイルス、ウエストナイ

ルウイルス、セントルイス脳炎ウイルス等につ

いて consensus デング RT-PCR との反応性を検

討したがいずれのウイルスでも遺伝子増幅は

なかった。また、過去にウイルス分離が陽性で

あった患者サンプルから抽出したＲＮＡから

高感度にデングウイルス遺伝子が検出され、非

感染者血清からのＲＮＡでは非特異的増殖は

見られなかった。 

 バングラデシュで2006年～2009年に採取さ

れたデング熱疑いの有熱患者血清、42 例、88

例、21 例、126 例から、このデングコンセンサ

ス LAMP 法を用いて、25 例のデング 1～3 型の

ウイルスが検出できた。この結果はウイルス分

離、PCR 法による検査結果と概ね一致していた。 

 このほか、研究期間中に黄熱ウイルス、第媒

介性脳炎ウイルスについても LAMP 法を応用し

て迅速ウイルス検出法の開発を完了し、以前に

開発していた、ウエストナイルウイルス、日本

脳炎ウイルス、チクングニアウイルスの LAMP

法と合わせて日本に侵入する可能性のある蚊

媒介性ウイルスの迅速遺伝子検出のための

LAMP 法が確立された。 

 

2．イムノクロマト法を用いた抗体診断薬の開発と、

診断用抗原（ウイルス様粒子）作製 

抗ヒトＩｇＭ抗体を固相化したイムノクロマト法す

なわち IgM-補足法によりデング患者血清中に存

在するデングウイルス特異的ＩｇＭ抗体の検出が１

５分で判定可能であった。非特異的な反応はみら

れなかった。 

 昆虫細胞を用いた、ウイルス様粒子産生細胞が

構築できた。抗原量はウイルス感染細胞上清と同

等の力価をしめした。 

 

 

3．デング熱、チクングニア熱流行地域での血清診

断と分離ウイルスの分子疫学解析 

116 例のデング熱疑い患者の血清抗体検査

では特異的 IgM 検査において、チクングニア

陽性（5.2％）、デング陽性（47.4％）、両方

陽性（6％）であった。特異的 IgG 検査ではチ

クングニア陽性（14.6％）、デング陽性（48.2％）、

双方陽性（7.7）であった。ウイルス検査につ

いては 4 検体でチクングニアウイルス遺伝子

陽性検体があり、C6/36 細胞接種によりウイル

スが 4 株分離された。Ｅ１遺伝子（遺伝子番号

9952 -11271）の塩基配列を決定し登録した

(GenBank accession numbers- KF 590564, 

KF 590565, KF 590566, KF 590567)。これら

の配列を樹状解析したところ、有史以来はじめ

てミャンマー国にアフリカのチクングニアウ

イルス ECSA 型（East Central South African 

genotype）が侵入していたことが判明した。 

 

D. 結論 

1．デングウイルスの４つの血清型のすべてを

同時に検出し得るデングウイルス共通

RT-LAMP 法を確立した。この RT-LAMP の検出限

界は DEN-1, -2, -3 -4 型の代表型 について、

それぞれ 1, 10, 10, 1 copy であった。デン

グウイルス16株を用いたコンセンサスRT-PCR

法との比較では7株で10 ～ 100 倍高い感度、

6 株では同じ感度であった。コンセンサス

RT-PCR 法と他のフラビウイルスとのクロス反

応はなかった。患者血清からも Consensus デ

ング RT-LAMP でウイルスが検出でき、健康者血

清からは非特異反応はなく、臨床検体からもデ

ングウイルスを検出できた。 

 

2．ＩｇＭ補足法によるデング特異的イムノクロマト

法を作製し、ベッドサイド利用できる迅速抗体検

査を開発した。この検査に用いることのできる安全

なウイルス粒子様抗原を昆虫細胞で安定に発現

する系を構築した。 
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3．ミャンマー国で臨床的にデング熱が疑われ

た患者の血清抗体検査により 47.4％はデング

ウイルス感染であることが確認できたが、

5.2％はチクングニアウイルス感染であった。

また 4 例ではチクングニアウイルスが分離さ

れ系統樹解析の結果、アフリカ由来の ECSA

遺伝子型が同国に侵入したことが判明した。 

 

E. 考察 

1．デングウイルスのコンセンサス LAMP デング

ウイルス感染症の迅速診断、フィールドサーベ

イランスに極めて有用であると考えられる。 

2．イムノクロマト法によるデング抗体診断薬が開

発でき、この診断試薬が市場に供給できれば国

内でも国外でも有用であると思われる。 

3．デングウイルスをはじめとして、フラビウイルス

粒子様抗原は安全安価な抗原として有望であり、

他のフラビウイルスやチクングニアウイルスについ

ても同様に簡易抗体診断法を開発を継続する必

要がある。 

4．ミャンマー国への侵入が確認されたアフリ

カ由来のチクングニアウイルス(ECSA 型)は

2008 年-2009 年に近隣のマレーシア、タイ、

2010 年には中国に侵入したことが確認されて

おり、ミャンマー国へはこれらの近隣諸国から

伝搬した可能性が高い。この系統のウイルスは

従来のアジアで流行しているチクングニアウ

イルスよりも高い病原性を持つことが示され

ており今後、この系統のウイルスの拡大や我が

国への伝搬には留意する必要がある。 

 

F. 研究発表 

1）論文発表 

Kwallah AO, et. al., A real-time reverse transcription 

loop-mediated isothermal amplification assay for the 

rapid detection of yellow fever virus. J Virol 

Methods. ;Vol.193(1):23-27. 2013 

 

Ngwe Tun MM, et. al., Serological characterization 

of dengue virus infections observed among dengue 

hemorrhagic fever/dengue shock syndrome cases in 

Upper Myanmar. J.Med.Virol. Vol.85:1258-1266, 

2013 

 

Hayasaka D, Aoki K, Morita K. Development of 

simple and rapid assay to detect viral RNA of 

tick-borne encephalitis virus by reverse 

transcription-loop -mediated isothermal amplification. 

Virology Journal Mar 4;10:68. 2013 

 

Basu D. 他: First Isolation of Dengue Virus from the 

2010 Epidemic in Nepal. Tropical Medicine and 

Health Vol. 41 No. 3: 1-9, 2013 

 

2）学会発表 

Toru Kubo 他: Developing a panel of reverse- 

transcription loop-mediated isothermal amplification 

(RT-LAMP) assays for comprehensive detection of 

causing viruses in pediatric severe pneumonia. 

International Union of Microbiological Societies 

Congress, Sapporo, Japan, September 11-16, 2011 

 

Mya Myat Ngwe Tun  他 : Dengue primary 

infections observed among dengue haemorrhagic 

fever/dengue shock syndrome cases in upper 

Myanmar. International Union of Microbiological 

Societies 2011 Congress, Sapporo, Japan, September 

11-16, 2011 

 

Allan ole Kwallar 他: A Real-time Rever 

Transcription Loop-Mediated Isothermal 

Amplification for the Rapid Detection of Yellow 

Fever Virus. Asian-African Research Forum on 

Emerging and Reemerging Infections 2013, Tokyo, 

Japan January 23 -24 , 2013. 

 

H．知的財産権の出願･登録状況 

 なし
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 
「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関す

る研究」（H23-新興-一般-010） 

 

分担研究報告書（H23-25 年度） 

 

チクングニア熱を予防する DNA ワクチンの試作及び 

キメラデング１型ウイルス様粒子の作製と診断用抗原としての評価 

 

研究分担者 小西 英二（国立大学法人大阪大学・タイ国マヒドン大学） 

研究協力者 鈴木 亮介（国立感染症研究所） 

       山中 敦史（国立大学法人大阪大学・タイ国マヒドン大学） 

        

研究要旨 蚊媒介性ウイルス疾患には国際感染症が多く含まれ、その中でデ

ング熱やチクングニア熱はわが国の輸入感染症例数が近年増加している。し

かし、治療薬やワクチンは無い。本研究班における初年度（平成 23 年度）は、

チクングニア熱を予防する DNA ワクチンの試作を行った。2 年目（平成 24

年度）は、日本脳炎ウイルスレプリコンプラスミドを作製して１回感染性の

ウイルス様粒子（SRIP）産生系を確立し、他のフラビウイルスの表面蛋白を

有するキメラ SRIP も作製できることを示した。 終年度（平成 25 年度）は、

デング 1 型ウイルス（DENV-1）の表面蛋白を有するキメラウイルス様粒子が、

本来の DENV-1 の代替抗原として中和試験及び感染増強試験に使用可能であ

ることを示した。ウイルスの国境を超える移動の制限は大きいため、国外の

ウイルスが遺伝子情報のみで国内で容易に作製できる技術は有用であり、ワ

クチンの評価や診断系の開発、また国民のリスクアセスメントや病原性の解

明などへの利用が期待される。 

 

Ａ．研究目的 

チクングニア熱（CHIKF）は通常は非致

死性の発疹性熱性疾患であるが、必発する

関節痛は数週間から数カ月にわたって続く

場合があり、重症例では神経症状や劇症肝

炎による死亡も報告されている。デング熱

（DF）は、発熱、発疹、頭痛、眼窩痛、筋

肉痛、関節痛等を呈する一過性熱性疾患で

あるが、重症のデング出血熱（DHF） は、

デング熱の症状に加えて血漿漏出や出血傾

向、さらにショック症状を示して致死的と

なる。現在のところ、特異的な治療方法は

なく、認可された予防ワクチンもない。 

これらの疾患は熱帯・亜熱帯地域に流行

するが、わが国では流行国への渡航者によ

る輸入感染症が問題となる。そして近年、

輸入感染症例数は増加している。しかも輸

入感染症にとどまらず、国内流行の可能性

も危惧される。これらの病気を媒介するヒ

トスジシマカは東北以南に生息するため、

輸入感染症として帰国したウイルス血症の

患者をヒトスジシマカが吸血することで、

蚊にウイルスが伝播する可能性がある。ウ

イルス保有蚊が生じると、その刺咬により

ヒトが感染を受けていわゆる国内伝播が発

生する。温帯地域における国内伝播の事例
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はヨーロッパの国々で報告されており、わ

が国でも国内伝播を示唆するDF患者発生

が 近報告された。 

これらの疾患に対する総合的対策の確立

を目的として、初年度（平成23年度）には、

CHIKFを予防するDNAワクチンを試作し

た。2年目（平成24年度）には、日本脳炎ウ

イルス（JEV）レプリコンプラスミドを作

製して１回感染性のウイルス様粒子

（SRIP）産生系を確立した。さらに、他の

フラビウイルスの表面蛋白を有するキメラ

SRIPも作製できることを示した。 終年度

（平成25年度）には、デング1型ウイルス

（DENV-1）の表面蛋白を有するキメラウ

イルス様粒子（D1-SRIP）が、中和試験及

び感染増強試験に使用可能であることを示

した。 

 
B．研究方法 

CHIKV ゲ ノ ム RNA ： BaH306 株

（AY424803）、SL10571 株（AB455494）、

S27 株（AF369024）のゲノム RNA は国立

感染症研究所ウイルス第一部の高崎智彦室

長から分与を受けた。 

JEV レプリコンプラスミドの作製：JEV

中山株のレプリコン cDNA を、CMV プロ

モーターと HDV リボザイム配列の間に挿

入して JEV レプリコンプラスミドを作製

した。pCMV-JErep は、JEV ゲノムからカ

プシド（C）領域の大部分、全長の前駆膜

（prM）そして E 領域の大部分を除いた遺

伝子がレプリコンとして細胞内で複製され

る よ う に 設 計 し た 。 一 方

pCMV-JErep-fullC は、JEV ゲノムにおけ

る全長の C 領域は保存し、全長の prM と大

部分の E 領域のみを除いたレプリコンが機

能するように設計された。 

JEV または DENV-1 の構造蛋白質発現

プラスミド：JEV 中山株あるいは DENV-1

望月株の C-E、C、prM/E 領域それぞれの

cDNA を CAG プロモーター下流に挿入し

て構築した。 

SRIP の感染力価測定法：レプリコンプラ

スミドおよび構造蛋白領域発現プラスミド

を 293T 細胞にトランスフェクションし、

その培養上清をVeroあるいはK562細胞に

感染させ、２日後に抗 JEV-NS1 抗体を用

いた細胞染色により計数した。 

中和試験：段階希釈した抗体と抗原（JEV、

DENV-1、JEV-SRIP、D1-SRIP）を混合し、

室温で１時間あるいは 37℃で 2時間保温後

に Vero 細胞に感染させ、2 日後に抗 NS1

抗体を用いて細胞染色を行い、プラークま

たは感染細胞を計数した。抗体を含まない

陰性対照で得られた平均値からの減少率

を％で表し、50％プラーク（または感染細

胞）数減少を示す希釈度（PRNT50）を中

和抗体価とした。 

増強試験：段階希釈した抗体と抗原

（DENV-1 または D1-SRIP）を混合し、

37℃で 2 時間保温した後に、準接着系 K562

細胞を加えた。2 日後に抗 NS1 抗体を用い

た細胞染色を行いプラークまたは感染細胞

を計数した。実験群で得られたプラーク・

感染細胞数を、抗体を含まない陰性対照の

プラーク・感染細胞数が 100 になるように

換算した。また、これらの活性は補体レベ

ルに依存することがあるため、補体を含む

系と含まない系で行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究におけるヒト血清の使用および動

物実験は、当該研究機関の倫理委員会及び

動物実験委員会により承認された。 

 
C．研究結果 

CHIKV DNAワクチンの試作及び評価：

BaH306 株、SL10571 株、S27 株のウイル

スゲノムRNAからRT-PCRを行い、E1‐E3、

6K遺伝子をpcDNA3 ベクターに組込んだ。

これらのプラスミドをCHO細胞へ導入し、

免疫染色により細胞内CHIKV抗原の発現

が確認された。 



 3

JEV レプリコンプラスミドの評価：JEV

レプリコンプラスミドを Huh7 細胞にトラ

ンスフェクションし、2 日後に細胞を固定

し、抗 dsRNA 抗体を用いて細胞を染色す

ると、陽性細胞が認められた。この結果は、

ウイルス RNA が細胞内で複製され、レプ

リコンとして機能したことを示す。 

JEV-SRIP 放出の確認：JEV レプリコン

プラスミドと JEV の C-E 発現プラスミド

を 293T にトランスフェクションすると、3

日目の培養上清中に約 106 IU/ml の感染性

粒子が産生された。C-E 発現プラスミドを、

C 発現プラスミドおよび prME 発現プラス

ミドの 2 つプラスミドに分割して発現させ

た場合でも、同様の結果が得られた。この

結果は、プラスミドのコトランスフェクシ

ョンにより細胞から感染性粒子が放出され

たことを示す。また、このようにして得ら

れたウイルスを Vero 細胞に感染させても、

その感染細胞の培養上清中にはウイルス感

染価が認められない事から、得られたウイ

ルスは１回のみの感染性である事が確認で

きた。 

JEV 抗体による JEV-SRIP の中和：抗

JEVウサギ血清による JEV-SRIPの感染中

和は、血清の濃度依存的に認められ、また

そのレベルは JEV 中山株に対する活性と

同程度であった。この結果は、JEV-SRIP

の表面抗原構造が、本来の JEV のそれと同

様であることを示す。 

他のフラビウイルスの表面抗原を持つ

SRIP の作製：DENV、ウエストナイルウイ

ルス、黄熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイ

ルスの prM/E 発現プラスミドと JEV レプ

リコンプラスミド、JEV C 発現プラスミド

を 293T 細胞にコトランスフェクションし

たところ、DENV では感染価が低かったも

のの、試した全てのウイルスで１回感染性

粒子の産生が認められた。 

D1-SRIP 収量を増加させる工夫：

pCMV-JErep-fullC を用いて作製された

D1-SRIP の放出量を継時的に測定したと

ころ、トランスフェクション後 3 日目でほ

ぼ 高値に達した。この値（104 IU/ml）は、

pCMV-JErep を用いて得られた感染力価

（103 IU/ml）より約 10 倍高値であった。

この結果は、全長の C 領域遺伝子をレプリ

コンプラスミドに組み込む工夫により、

SRIP の収量が上昇したことを示す。 

D1-SRIP 抗原の増強試験における評価： 

D1-SRIPとデング抗体陽性ヒト血清を用い

て、増強試験を行なった。得られた抗体濃

度依存的反応曲線は、本来の DENV-1 抗原

を用いて得られた曲線と類似した。さらに

希釈度 1:101～1:106 で得られた感染細胞数

を、DENV-1 抗原と D1-VLP 抗原の間で比

較したところ、補体存在下でも非存在下で

も、高い有意の相関を示した（相関係数は

0.95 以上：P<0.001）。 

次に、抗 DENV-1 モノクローナル抗体を

用いて増強試験を行ったところ、血清で得

られた結果と同様に DENV-1 抗原と

D1-VLP 抗原の間で類似の抗体濃度依存的

反応曲線が確認された。希釈度 1:101～

1:105で得られた感染細胞数も、補体存在下

と非存在下の両条件において、DENV-1 抗

原と D1-VLP 抗原の間で高い有意の相関を

示した（相関係数は 0.98 以上：P<0.001）。 

D1-SRIP 抗原の中和試験における評価： 

Vero細胞を用いた従来の中和試験でも同様

の比較を行った。増強試験の結果と同様に、

DENV-1 抗原と D1-VLP 抗原を用いて得ら

れた抗体濃度依存的反応曲線に大きな差異

は見られなかった。さらに、PRNT50 を求

めたところ、両抗原で得られた値に有意の

相関が認められた（相関係数は 0.919：

P<0.001）。 

 
Ｄ．考察 

 「安全保障貿易管理」や「生物多様性

条約に基づくアクセスおよび利益配分」が

重視される昨今、国境を超えるウイルスの
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運搬には制限があり、他国で分離されたウ

イルスを入手することは困難となってきた。

一方で、多くの海外渡航者が現地で流行し

ているウイルスを輸入感染症として国内に

持ち込む可能性も増大しているため、診断

用抗原として海外のウイルスを用いる必要

性も生じる。そこで、遺伝子情報取得のみ

で同一表面を持つウイルスを容易に作製で

きる系の確立は、大きな意義を持つ。 

本研究班における 2 年目と 3 年目の研究

において、JEVのレプリコン cDNAをCMV

プロモーター下流に挿入する事により、in 

vitro で RNA 合成をする事なく、プラスミ

ドを直接細胞に導入して JEV ゲノムを複

製させる事が出来た。またこの時に構造領

域発現プラスミドを同時にトランスフェク

ションすれば、１回感染性のウイルス粒子

が得られる事が明らかとなった。従って、

構造領域に変異を導入したウイルスの作製

を迅速、簡便に行える事が期待される。 

フラビウイルス粒子表面蛋白の合成に関

わる prM/E 遺伝子の発現により、ニューク

レオカプシドが存在しない空の粒子が細胞

から放出される。この粒子は ELISA 等の抗

体結合試験の抗原として使用可能であるこ

とが、JEV 等の比較的産生量の高いウイル

スでは示されている。しかし、DENV では

抗原として使用できるほどの収量が通常は

得られない。一方、prM/E 遺伝子の導入と

同時にレプリコンプラスミドを導入すると、

RNA を含むニュークレオカプシドが存在

する SRIP が放出される。感染性があるた

め、抗原としての感度が上がり、また中和

試験や増強試験等の抗体機能試験に使用可

能となる。本研究の評価により、D1-SRIP

はデング抗体機能試験において、ウイルス

の代替抗原として使用できることが示され

た。 

2012年に報告された世界初のデングワク

チン効力評価では、中和抗体が検出されて

いるにもかかわらず低い効力がデング2型

ウイルスで示され、従来の測定法で求めら

れた中和抗体価では必ずしも防御の指標と

はならず、中和試験を改良する必要性が示

唆された。中和活性と増強活性のバランス

を測定する方法は、その解決策の1つである。

本研究のSRIP作製系により様々な血清

型・遺伝子型のウイルス抗原の作製が可能

となり、これらを用いて抗体の機能試験を

行うことは、将来のワクチン開発や発症機

序の解明、さらに国外流行株の国内侵入時

の対策に貢献することが期待される。 

 
Ｅ．結論 

 CHIKVの 3 株を用いて試作したDNA

ワクチンは、いずれも細胞内にCHIKV抗原

を発現することを確認した。また、プラス

ミドトランスフェクションによる１回感染

性JEV粒子産生系を確立した。prM/Eの配

列を変える事により他のフラビウイルスと

のキメラ粒子も作製できた。キメラデング

1 型ウイルス様粒子は、本来のウイルスの

代替抗原として、デング抗体機能試験に使

用可能であることが示された。 

 
Ｆ．健康危険情報 

特記すべき事項なし。 

 
G.研究発表 
 研究成果の刊行に関する一覧表に記載し

た。 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

なし 

 



厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関する研究」

（H23-新興-一般-010） 

 

分担研究報告書（H23-25 年度） 

 

「GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診断法の開発、および健常成人における細胞培養日本

脳炎ワクチンに対する抗体応答の持続効果」 

 

 

研究分担者 高橋 和郎 （大阪府立公衆衛生研究所 副所長兼感染症部長） 

研究協力者 青山 幾子、弓指 孝博､ 加瀬 哲男 

                   （大阪府立公衆衛生研究所 感染症部ウイルス課） 

 

研究要旨： 

１． GENECUBE®を用いたアルボウイルスの迅速診断法の開発 

GENECUBE 法によりＤＶ，JEV は比較的高感度で検出可能であり、臨床検査への応用が可能と考え 

られた。WNV に対しては低感度であり今後の検討課題である。 

２． 健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに対する抗体応答の持続効果 

成人において日本脳炎ワクチン接種により８８％の成人は有意な抗体上昇を認めたが、1 年後にはそ 

の２１％が陰転化した。特に、ワクチン接種前の中和抗体価が<10 である群の陰転化率は 37.5%と高値 

であった。さらに、ワクチン接種後 10 倍という低い中和抗体価しか獲得できなかった群（高齢者が多 

数を占める）では９０％の人が陰性化した。以上より 50 歳代以上では 2 回接種を受けるほうが望まし 

いと考えられた。 

健常人における日本脳炎ワクチン接種 2 年後の幾何平均中和抗体価はわずか 9.4%まで減少し、 

陰転率も 39%と高く 1 年後の陰転率の約 2 倍となった。昨年の研究結果結論と同様、旅行者ワクチ 

ンとしての日本脳炎ワクチン接種は 2 回接種が勧められ、１回接種の場合は、旅行者ワクチンとして 

１年後も接種を受けることが勧められる。 

日本脳炎ウイルス中和抗体陽性者における Beijing-1 株、G1 株、G5 株に対する幾何平均抗体価 

は、それぞれ 502, 261, 56.6 であり、交差反応性が認められた。Beijing-1 株に対する中和抗体はす 

べて G1,G5 株ともに中和活性を認めることが判明し、これらウイルス亜型の流行地域への旅行者に 

対する旅行者ワクチンとしては十分有効であると考えられた。 

日本脳炎ウイルス中和抗体陽性者における Beijing-1 株、G1 株、G5 株に対する幾何平均抗体価 

は、それぞれ 502, 261, 56.6 であり、交差反応性が認められた。Beijing-1 株に対する中和抗体はす 

べて G1,G5 株ともに中和活性を認めることが判明し、これらウイルス亜型の流行地域への旅行者に 

対する旅行者ワクチンとしては十分有効であると考えられた。 

  



Ａ．研究目的 

[GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診

断法の開発] 

現在、地方衛生研究所では、アルボウイルスの

遺伝子診断について、患者検体および蚊やカラ

ス検体を対象にＰＣＲ法と塩基配列の決定により

確定診断を行っている。しかし、蚊の検体数は多

く、検査には３-５日を要する。今般、遺伝子検査

を 2 時間以内で判定可能な自動核酸検出装置を

使用し、迅速で高感度な検出方法の開発を目的

とした。この実験診断法が確立すると、地方衛生

研究所では、より効率的で高性能な診断法が導

入でき、より迅速な感染症対策に寄与できること

が期待される。 

 

[健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに 

対する抗体応答の持続効果] 

 本邦で使用されている日本脳炎ワクチンは不活

化ワクチンであるため、抗体価は接種後 5～10 年

で低下するといわれている。厚生労働省感染症

流行予測調査の結果では、40～50 代の抗体保

有率が低く、近年発生する日本脳炎患者の 3～4

割はこの年代である。また、2009 年から新しい乾

燥細胞培養日本脳炎ワクチンが定期接種に使用

されているが、成人における使用例は少なく、そ

の効果に関する情報は少ない。そこで、本研究で

は、成人における新規日本脳炎ワクチン接種によ

る抗体応答と その持続効果について解明するこ

とを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

[GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診

断法の開発] 

１．対象ウイルスとＰＣＲ法の設計 

 対象ウイルスはデングウイルス(DV)１－４型、ウ

エストナイルウイルス(WNV)、日本脳炎ウイルス

(JEV)である。ＤＶのプライマーとプローブはウイル

ス遺伝子の３’端近傍に位置し、４種の型に共通

する配列を選定した。ＷＮＶとＪＥＶについては、

プライマーはこれらに共通する配列を選定し、プ

ローブは１塩基異なる配列の部位を選定した。 

２．ＰＣＲ反応と検出感度の検討 

 既知の力価のウイルスからＲＮＡを抽出し、逆転

写酵素で cDNA を作製してＫＯＤポリメラーゼによ

りＰＣＲ反応を行い、プローブと反応することにより

特異性が検証される。検出感度は抽出したＲＮＡ

を、また上記ＰＣＲ産物ＤＮＡを段階希釈すること

により検討した。 

 

[健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに 

対する抗体応答の持続効果] 

１）対象 

 本研究に同意を得た一般健常人 272 名 年齢：

20～72 歳（中央値 43 歳） に乾燥細胞培養日本

脳炎ワクチン（阪大微研 ジェービック V®）を接種

し、ワクチン接種前と、接種約1ヶ月後に採血を実

施し、ワクチン接種により抗体が陽転した対象者 

のうち 154 名について接種 1 年後に再度採血を

実施した。 

2)中和抗体価測定 

日本脳炎ウイルス(JEV) Beijing-1 株に対する

中和抗体価を 50％フォ-カス減少法(FRNT50)を用

いて測定した。このとき、血清希釈 10 倍以上で中

和活性を示した血清を中和抗体陽性とした。幾何

平均抗体価は、中和抗体価 10 倍未満を 0.5 とし

て算出した。 

なお、本研究は大阪府立公衆衛生研究所の倫

理審査委員会で承認を受けており、検体提供者

へはインフォームドコンセント及び検体の匿名化

など倫理面への配慮がなされている。 

 

Ｃ．研究結果 

[GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診

断法の開発] 

１．ウイルス遺伝子の検出と検出感度の検討 

ＤＶは１－４型すべて検出可能であった。検出

感度は４型が 10 コピー、3 型が 100 コピーで、1,2

型は今後精査し行う予定である。最少検出ウイル

ス力価は１型 2.3x10-2PFU, 2 型 6.0x10-4PFU, 

３型 3.2x10-3FFU, ４型 2.3x10-2FFU であった。  



Ｊ Ｅ Ｖ  Beijing-1 株 に 対 す る 検 出 限 界 は 、

1.0x10-2FFU であった。      

WNV ＮＹ株に対する検出限界は、ＮＹ株のＰ

ＣＲ産物をテンプレートとした場合 10４コピーと非

常に低感度であった。      

 

[健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに 

対する抗体応答の持続効果] 

１．ワクチン接種前後の JEV に対する中和抗体価  

 日本脳炎ワクチン接種者 272 名のうち、104 名

(38%)はワクチン接種前より JEV に対する中和抗

体を保有していた｡1 回のワクチン接種により JEV

中和抗体価が 2 倍以上上昇したのは 239 名

(88％)で、JEV に対する幾何平均抗体価は接種

前 2.7 倍、接種後 50.4 倍と約 19 倍の有意な上昇

が認められた。ワクチン接種前より抗体を保有し

ていた 104 名は、接種により全員２倍以上抗体価

が上昇した。  

２．ワクチンにより誘導された抗体価の持続性 

ワクチン接種者 272 名のうち接種後抗体価が 10

以上であり、２年間継続調査ができた全 142 名

の幾何平均抗体価の推移は、ワクチン接種 1

か月後 91.7 から 1 年後には 20.9 と約１/4 に

低下し、2 年後には 8.59 と約 1/10 に低下した

（表１）。１年後に抗体価が<10 となった陰転

率は 23%であったが、2 年後には 39%(56/142) 

が陰転した。接種後 160 倍以上の対象者では

陰転化した例は認められなかった。 

 

 142 名の対象者のうち、ワクチン接種前中和

抗体価が≧10 (n=59)と<10 (n=83)の 2 群に分

けると、ワクチン接種１か月後では幾何平均抗

体価はそれぞれ 305,39 であったが、2 年後に

はそれぞれ 77 , 1.8 と減少し、それぞれ 25%, 

4.6%に減少した。２群における抗体価の差は、

接種１か月後は 7.8 倍であったが、２年後には

43 倍と差がさらに拡大した。2 群での抗体価

の差はいずれの時期も有意差が認められた。 

  上記２群におけるワクチン接種１および 2

年後の抗体陰転率を検討した。ワクチン接種前

の中和抗体価が≧10 であった 59 名の群では、

1 年後<10 に陰転化した例は 1 例（1/59, 1.7%）

であった。この例はワクチン接種前抗体価 10

で、接種後 1 か月の抗体価が 20 と低抗体価の

例であった。接種２年後に陰転した例は認めら

れなかった。一方、接種前の中和抗体価が<10

である 83 名の群では、1 年後<10 に陰転化し

た例は 32 例（32/83, 38.5%）であり、1 年後

に陰転化した 33 例の 97.0%を占めた。2 年後

さらに陰転化した例は 23 例で、総計 55 例が

陰転化し、陰転率は 66%（55/83%）であった。

陰転化した総数 56 例の 98%を占めた。  

３．年齢群別の中和抗体価の持続状況について 

接種 1 か月後、２年後の年齢群別幾何平均抗

体価は、接種前抗体の有無に分けた 2 群ともに、

年齢が上昇するにつれて低下した（例外は 20 歳

代で接種前抗体が陰性の群のみ）。年齢群別の

抗体価減少率は接種前抗体陽性群は年齢と関

係なく 70-80%であったが、接種前抗体陰性群で

は年齢と共に減少率は増加した。さらに、各年齢

群別の抗体陰転率は年齢と正の相関を示し、20

歳代が 33%であったが、50-61 歳代では 78%と大き

く増加した。 

 

[日本脳炎ウイルス亜型に対する中和抗体の交差

反応性] 

ワクチン接種者 272 名のうち接種後抗体価が

10 以上の陽性者のうち 24 例について、日本脳炎

ウイルス G1 および G5 遺伝子型に対する交差中

和抗体価を測定した。その結果、Beijing-1 株、

G1 株、G5 株に対する幾何平均抗体価は、それ

ぞれ 502, 261, 56.6 であり、抗体価は G1株に対し

て約 50%, G5 株に対しては約 11%と低下した。

Beijing-1 株と G1 株に対する抗体価は正の相関

が認められたが、G5 株に対しては相関が認めら

れなかった。 

 

Ｄ．考察 

[GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診

断法の開発] 



１．GENECUBE法によるDVに対する検出感度は

10-100 コピー(DV3,4 型)であり、ウイルス力価とし

て１型 2.3x10-2PFU, 2 型 6.0x10-4PFU であった。

また、ＪＥＶ Beijing-1 株に対する検出限界は、

1.0x10-2FFU であったことから、 これらウイルスに

対する検出限界は コピー数としては 10-100 コピ

ー程度と推定されるので、遜色ない感度と考えら

れる。 

２．WNV に対しては低感度であり、使用した WNV 

NY99 株のプライマーとプローブの塩基配列に変

異があることも推定されるので、今後の検討課題

である。 

 

[健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに 

対する抗体応答の持続効果] 

 今回使用した細胞培養由来ワクチンは成人

でも 100％のブースター効果がみられ、有効性

が確かめられた。また、陽転率は 80.4％とな

り、成人に対する接種も有効であることが確認

できた。陽転率は年齢とともに低下することか

ら、年齢により免疫応答能が低下していること

が示唆された。また 60 代以上では低年齢での

ワクチン接種歴がない場合が多く、初期免疫が

ないために抗体価が上昇しにくい可能性が考

えられた。本研究において、ワクチン１回およ

び 2 回接種後の総陽転率は 93.8％であり、初

回 2 回接種後の小児の陽転率が 99.2％(添付文

書記載)であることと比較すると、成人での陽

転率は十分高いと考えられる。ただし、一回の

接種で抗体価が 10倍以下で上昇しない場合が

1 割ほどあることが想定され、50 代以上では 2

回接種が望ましいと考えられた。 

本研究班の研究結果では、健常成人において、

日本脳炎ワクチンの１回接種により接種１か月後

に中和抗体陽性者（≧10)は８８％となり、その中

和抗体陽性者では 1 年後の抗体価は 23%に減少

し、陰転率は 23%であった。2 年後の抗体価はさら

にわずか 9.4%まで減少し、陰転率も 39%と高く 1

年後の陰転率の約 2 倍となった。日本脳炎の発

症を阻止する最少中和抗体価については結論が

得られていないが、中和抗体価 10 は十分な発症

阻止抗体価であると考えられている。昨年の研究

結果結論と同様、旅行者ワクチンとしての日本脳

炎ワクチン接種は 2 回接種が勧められ、１回接種

の場合は、旅行者ワクチンとして１年後も接種を

受けることが勧められる。 

 ワクチン接種前の中和抗体の保有の有無の

観点から 2 群における抗体価の減少を検討す

ると、接種前中和抗体陽性群では、陰性群と比

較して 2 年後の幾何平均抗体価の減少率（25% 

vs 4.6%）、陰転率(1.7% vs 66%)ともに有意な

差を認め、抗体価が維持されていた。この事実

はワクチン接種後の抗体の持続能にワクチン

接種前の免疫記憶能が大きく影響を与えてい

ることを示唆している。本研究では被接種者に

おけるワクチン接種歴は明確に調査できなか

ったため不明である。接種前中和抗体陽性群は

小児期での日本脳炎ワクチン歴が十分であり、

陰性群はワクチン歴がないか不十分であるか、

あるいは 1 次、２次ワクチン不全者と考えら

れる。 

 中和抗体価の経時的減少について年齢群別

に検討すると、２年後の年齢群別幾何平均抗体

価は、接種前抗体保有の有無に関わらず年齢と

逆相関を示した。免疫応答能、免疫記憶能は年

齢とともに低下することを反映している。 

 

[日本脳炎ウイルス亜型に対する中和抗体の交差

反応性] 

本研究結果では、 日本脳炎ウイルス中和抗

体陽性者における Beijing-1 株、G1 株、G5 株に

対する幾何平均抗体価は、それぞれ 502, 261, 

56.6 であり、抗体価は G1 株に対して約 50%, G5

株に対しては約 11%と低下した。しかし、Beijing-1

株に対する中和抗体はすべて G1,G5 株ともに中

和活性を認めることが判明し、これらウイルス亜型

の流行地域への旅行者に対する旅行者ワクチン

としては十分有効であると考えられる。 

 

Ｅ．結論 



[GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診

断法の開発] 

１．GENECUBE 法によりＤＶ，JEV は比較的高感

度で検出可能であり、臨床検査への応用が可能

と考えられる。WNV に対しては低感度であり今後

の検討課題である。 

 

[健常成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに 

対する抗体応答の持続効果] 

 

１． 本研究結果から、成人において日本脳炎ワク

チン接種により８８％の成人は有意な抗体上

昇を認めたが、1 年後にはその２１％が陰転

化した。特に、ワクチン接種前の中和抗体価

が<10である群の陰転化率は37.5%であった。

さらに、ワクチン接種後 10 倍という低い中和

抗体価しか獲得できなかった群（高齢者が多

数を占める）では９０％の人が陰性化した。以

上より 50 歳代以上では 2 回接種を受けるほ

うが望ましいと考えられた。 

２. 健常人における日本脳炎ワクチン接種 2 年後 

の幾何平均中和抗体価はわずか 9.4%まで減 

少し、陰転率も39%と高く1年後の陰転率の約2 

倍となった。昨年の研究結果結論と同様、旅行 

者ワクチンとしての日本脳炎ワクチン接種は 2 

回接種が勧められ、１回接種の場合は、旅行 

者ワクチンとして１年後も接種を受けることが勧 

められる。 

１．  日本脳炎ウイルス中和抗体陽性者における

Beijing-1 株、G1 株、G5 株に対する幾何平均

抗体価は、それぞれ 502, 261, 56.6 であり、

交差反応性が認められた。Beijing-1 株に対

する中和抗体はすべて G1,G5 株ともに中和

活性を認めることが判明し、これらウイルス亜

型の流行地域への旅行者に対する旅行者ワ

クチンとしては十分有効であると考えられた。 

 

 

F．健康危機情報 

 近年、40～50 代の日本脳炎患者報告も増加し、

2011 年には日本脳炎の輸入症例が報告された。

今後、抗体保有率の低い年代については、ワク

チンの追加接種を考慮する必要があると考えられ

る。 

 

Ｇ．研究発表 

 研究成果の刊行に関する一覧表を参照 
 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況   なし 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関する研究」 

（H23-新興-一般-010） 

 

 分担研究報告書（H23-25年度） 

 

媒介蚊からの簡便な病原体ゲノム検出、流行地における媒介蚊のナトリウムチャネル遺伝子調査、 

および日本の新規媒介蚊の確定 

 

  研究分担者 江下優樹           大分大学医学部感染予防医学講座 准教授 

  研究協力者  福田昌子         大分大学医学部感染予防医学講座 助教 

        Lucky R. Runtuwene      大分大学医学部感染予防医学講座 大学院博士課程3年 

        小林隆志                大分大学医学部感染予防医学講座 教授 

Raweewan Srisawat      タイ国、マヒドン大学熱帯医学部医昆虫学講座 科学者 

Narumon Komalamisra     タイ国、マヒドン大学熱帯医学部医昆虫学講座 准教授 

高崎智彦          国立感染症研究所ウイルス1部 室長 

倉根一郎                国立感染症研究所 副所長 

 

Ａ．研究目的  

 1．流行地でウイルスに感染した蚊の動態を把

握して早期に駆除することは、患者発生を未然に

防ぐ方策にもつながる。このために、採集蚊から

の病原体検出を迅速に行う必要がある。RT-LAMP

法の更なる簡便化計った。 

2．ピレトロイド系薬剤は、ヒトや哺乳動物に

対する毒性が低いことから広く使われている。タ

イでは、24 時間以内に患者宅の周囲地区にデル

タメトリンあるいはペルメトリンを噴霧し、近傍

研究要旨 

 感染蚊からウイルスゲノムを RT-LAMP 法で簡便化を計り、反応時間の短縮および長波長 UV ライトの

使用により目視検査で陰・陽性の区別が明確となった。また、RNA の精製過程を省略しても陽性の結果

が得られること、さらに携帯型長波長 UV ライトを使用することによって、設備の整っていない流行地

においても迅速なRT-LAMP法が実施可能となった。 

 デング熱流行地で採集したネッタイシマカ幼虫を羽化させた後、ペルメトリン耐性蚊に存在するナト

リウムチャネル遺伝子の IIS6 の部分断片を、RT-PCR 法で増幅させ、配列決定を行ったころ、4 つの塩

基変異が検出された。これら2ヶ所の突然変異部位について詳細を解析した結果、ペルメトリン耐性ネ

ッタイシマカの野外集団が既に生じていたことが明らかとなった。 

 レユニオン島由来のチクングニアウイルスによる日本国内輸入症例が報告されていることから、国内

のヒトスジシマカおよびその近縁媒介蚊種、リバーズシマカとヤマダシマカの本ウイルス感受性を検討

したところ、前述の2種に本ウイルス感受性があることが明らかとなった。わが国固有の蚊種であるこ

とから、本ウイルスが国内に侵入した際は、ヒトスジシマカのみならず、これら蚊種の対策も考慮する

必要がある。 
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に生息する全ての蚊成虫を殺処分している。しか

し、殺虫剤抵抗性の蚊に関する情報は少ない。薬

剤耐性が蚊で生じる要因として、電位開口型ナト

リウムチャネル遺伝子の感受性の変化がある。こ

の遺伝子の1塩基置換は、ピレトロイドに対する

標的部位耐性を誘発する。本研究では、野外で採

集したネッタイシマカにおけるペルメトリン耐

性と関係のあるkdr 遺伝子のIIS4-6ドメインに

おける突然変異の頻度を検討した。 

 3．レユニオン島由来のチクングニアウイルス

は、2006年 12月に2例の輸入症例が日本国内で

初めて報告された。本症の主媒介蚊はヒトスジシ

マカとされていることから、日本国内に生息する

ヒトスジシマカの近縁種を含む蚊 2 種の本ウイ

ルス感受性を実験的に検討した。 

 

Ｂ．研究方法  

 Ｂ．1．調査方法 

 1．供試蚊：日本国産ヒトスジシマカおよびタ

イ国産ネッタイシマカ雌成虫を使用した。 

 蚊乳剤の作製： 2％MEM を用いて蚊乳剤を作

製し、その遠心・上澄み液を原液として試験に用

いた。 

 供試ウイルス： 国立感染症研究所より分与さ

れたチクングニアウイルスSL11131を用いた。 

 試験方法： 10 倍希釈系列を準備して蚊乳剤

とウイルスの混合液を準備した。 

 RT-LAMP法： 栄研科学（株）のRNA増幅試薬

キット（RT-LAMP）を用いた。 

 RT-PCR法： Invitrogen社のOne-step RT-PCR

試薬を用いた。 

 2．ペルメトリン耐性ネッタイシマカが報告さ

れている地区で採集した。羽化成虫に0.75%ペル

メトリンを 1 時間暴露させて生存した成虫をペ

ルメトリン耐性と判断した（WHO判断基準） 

  2.1．殺虫剤感受性試験 

 羽化後2-5日の未吸血雌蚊を使って、WHO標準

手順に従って殺虫剤感受性試験を行った。なお対

照区の蚊の死亡率が20%を超えたら、実験を終了

した。 

  2.2. 薬剤耐性ネッタイシマカの kdr を調べる

ために、PCR 生成物を精製し、Automated DNA シ

ーケンサー(PE Applied Biosystems)を使い、

Macrogen Inc., Koreaが配列決定した。 

 2.3. ペルメトリン暴露時間に対する 2 つの突

然変異の影響を調べた。 

 3.1 蚊の飼育： 蚊の飼育は、25℃・1日の日

長16時間の飼育室で行った。 

  3.2 供試蚊： 継代飼育虫の奄美大島産のリバ

ーズシマカと長崎産ヤマダシマカを用いた。実験

には、羽化7日経過後の雌成虫を使用した。 

  3.3 供試ウイルス： レウニオン島由来のチク

ングニアウイルスからストックウイウイルス液

（ウイルス力価：3 x 10 の 8 乗 PFU/ mL）を準

備した。 

 3.4 蚊の感染実験： 感染実験は大分大学の動

物実験委員会から事前に承認を得て、BSL3 施設

で実施した。蚊の胸部へのウイルス接種： 接種

装置を用いて、蚊の胸部にウイルス液を約0.1 uL

接種した。蚊の経口摂食によるウイルス感染： 

速遠心で上澄みを除いたpacked cell（採血時の

血液量の約半分）に対して、蔗糖（試薬特級、和

光純薬）を最終濃度2％になるように加えた。そ

の後、チクングニアウイルス液を等量加えて混合

した。  

  3.5．RT-PCR法によるチクングニアウイルスの

ゲノム検出には、TRIzol®試薬 (Invitrogen, 

Carlsbad, USA)と RNaeasy mini kit（Qiagen）

を組合せて、蚊個体から全RNAを抽出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 なし 

 

Ｃ．研究結果 

 1.1．RT-LAMP 法による蚊乳剤中のウイルスゲ

ノム検出： 反応液中に、ウイルス力価を含む蚊
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乳剤のいずれにおいても、RT-LAMP法の目視で蛍

光を観察した。 

 1.2．RT-PCR法による蚊乳剤中のウイルスゲノ

ム検出： RNA未精製の蚊乳剤の濃度が高い反応

液では、PCR産物の増幅は認められなかった。蚊

乳剤の濃度が薄くなると、特異的な増幅がRT-PCR

で認められた。 

 2.1. 採集したネッタイシマカは高いペルメ

トリン耐性を示した。また、生存した耐性ネッタ

イシマカ個体のナトリウムチャネル遺伝子にヌ

クレオチド置換が検出された。 

 3.1．ウイルスを蚊の胸部に接種した際の蚊の

感染結果では、リバーズシマカとヤマダシマカも

本ウイルスに感受性をもつことが示唆された。 

 3.2．蚊が経口的にウイルスを吸液した際の蚊

の感染結果では、同様に2種蚊から、ウイルスゲ

ノムが検出されたことから、本2蚊種のチクング

ニアウイルス感受性が明らかとなった。また、ヤ

マダシマカの脚から本ウイルスゲノムが検出さ

れたことから、ウイルス媒介能を有することが示

唆された。 

 

Ｄ．考察 

 １． RNA未精製の蚊乳剤を使っても、RT-LAMP

法では、目的の増幅産物を得ることができた。こ

れはBst DNA Polymeraseの特性に由来すると考

えられた。また、RNA未精製の蚊乳剤を用いても、

目視検査を行うことが可能であった。 

 2.1. タイ国の野生ネッタイシマカ集団で、高

レベルのペルメトリン耐性が認められた。ペルメ

トリンと相乗剤を併用することが、もう一つ考え

られる手段である。耐性集団での耐性アレルの出

現頻度は、タイ国の蚊集団でkdr耐性アレルの頻

度が上昇していることを示す徴候がある。タイ国

では、ピレトロイドの使用が続いていること、お

よび、異なる殺虫剤クラス間の交差耐性が生じる

のを避けることを考えれば、そのような情報は不

可欠のものである。ある国が、媒介昆虫対策とし

てピレトロイドに頼るのであれば、ネッタイシマ

カ の耐性集団が生じることは、媒介昆虫対策プ

ログラムにとって懸念されることとなる。 

 3.1.リバーズシマカとヤマダシマカがチクン

グニアウイルスに対して感受性を有することを、

胸部接種法と経口摂食法によって、実験的に証明

した。 

 蚊の人工吸血方法には種々の方法が報告され

ているが、リバーズシマカとヤマダシマカは、マ

ウスよりもヒトからの吸血嗜好性が高いように

思われる。我々は、チクングニアウイルスを接種

した種々の遺伝子ノックアウトマウスを用いた

検討を始めている。この方法が確立されると経口

感染実験はより容易であり、満腹吸血の蚊を使用

すれば、比較的定量性のある結果が導き出せると

思われる。 

 我が国において、ヒトスジシマカ、ヤマダシマ

カ、リバーズシマカの3蚊種のヒトとの接触度合

いは、それぞれの蚊種の生息域から考えると、ヒ

トスジシマカが最も高く、ヤマダシマカ、リバー

ズシマカの順となろう。日本の本州ではヒトスジ

シマカがチクングニアウイルスの主要な媒介蚊

と言うことは言えるかも知れない。しかし、南西

諸島や琉球列島の島々は森林に覆われている地

域が多いので、これらの地域ではリバーズシマカ

とヒトとの接触度合いは、都会よりも高いことが

推察されることから、媒介蚊対策を講じる際は考

慮する必要があろう。 

 

Ｅ．結論 

 1.1. 蚊乳剤からRNAを精製しなくてもRT-LAMP

法で目的の増幅産物を得ることが出来た。 

 1.2. 蛍光・目視検出試薬を反応液に加えた際は、 

長波長のブラックライトが有効であったことか

ら、携帯用の市販品を見つけることが出来たので、

フィールド調査には有効であろう。 

 1.3. 感染症の流行地で RT-LAMP 法を行う場合

は、反応試薬中に、蚊ホモジネート、蛍光・目視
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検出試薬などを加えて、30〜45 分後に携帯型の

長波長ブラックライトを用いて陽性の有無を調

べる事が可能となった。 

 2.1.野外で採集した幼虫を実験室に持ち帰り、

羽化した成虫を用いて、薬剤試験を行ったところ、

ペルメトリン耐性の点突然変異が 4 箇所で見つ

かった。 

 2.2．これらのアミノ酸置換が、ペルメトリン

耐性ネッタイシマカ.の野外採集集団に生じてい

たことが明らかになった。 

 3.1．蚊の胸部接種法と経口摂食法によるチク   

ングニアウイルス感染実験を行い、日本に生息す

るリバーズシマカとヤマダシマカの雌成虫が、本

ウイルス感受性を持つ事が明らかとなった。 

 3.2．我が国における上記の蚊 2 種の分布生息

域および蚊の感受性から疫学的意義を考察した。 

 

Ｆ．健康危険管理情報 

 なし 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関す

る研究」（H23-新興-一般-010） 

 

分担研究報告書（H23-25 年度） 

 

ヒトスジシマカのデングウイルス感受性の評価およびジェノタイピング法による 

媒介蚊の殺虫剤感受性評価に関する研究 

 

研究分担者 澤邉京子（国立感染症研究所 昆虫医科学部長） 

研究協力者 佐々木年則，葛西真治，斎藤一三，伊澤晴彦，鍬田龍星 

（国立感染症研究所 昆虫医科学部） 

      比嘉由紀子，皆川昇（長崎大学熱帯医学研究所 病害動物部） 

Arlene G. Bertuso（フィリピン大学マニラ校・寄生虫学講座） 

田島茂、高崎智彦（国立感染症研究所 ウイルス第一部）） 

研究要旨 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的防除法の確立

を目指し，デングウイルスの国内産ヒトスジシマカにおける感受性を評価した．デング

ウイルス 1 型（DENV1）および 2 型（DENV2）を径口的に摂取させたヒトスジシマカ

から TaqMan プローブ法により，4 型（DENV4）以外のウイルス型のウイルスゲノム

RNA が検出された．次いで，免疫蛍光抗体法をによりウイルス粒子を検出した結果，

DENV2 はヒトスジシマカの唾液腺と中腸で確認されたが，DENV1 は観察されなかっ

た． SYBR Green 法により国内外のヒトスジシマカのウイルス感受性を評価した結果，

ヒトスジシマカのすべての系統で DENV1 は非常によく増殖したが，DENV2 の増殖率

は低く，特にネッタイシマカでの増殖はほとんど確認できないほどであった．蚊種およ

び系統によって DENV 感受性に差異はあると思われるが，少なくとも本研究で用いた

国内産ヒトスジシマカにおいて，デングウイルスの増殖が確認されたことから，国内に

デング熱が侵入した場合，小規模なアウトブレイクが起こる可能性はあると考えるべき

であろう．また，国内でデング熱の患者が発生した場合には，患者宅周辺の蚊の密度調

査を行うと同時に，殺虫剤を用いた迅速な蚊の防除を行うことが必要となる．  

そこで，殺虫剤抵抗性遺伝子の変異領域をターゲットにしたジェノタイピング法によ

り，媒介蚊の殺虫剤抵抗性を評価した．フィリピン国内で採集したネッタイシマカにお

いて，薬剤感受性レベルを裏付けるように作用点ナトリウムチャネルが変異した個体

（V1016G および F1534C）が高頻度で見つかった．その一方で，抵抗性レベルが高い

にもかかわらず kdr 遺伝子頻度が低い集団も確認された．作用点変異を指標にしたジェ

ノタイピング法がある程度薬剤感受性の状況を反映していることが明らかになったが，

kdr 因子以外の抵抗性要因がネッタイシマカのピレスロイド系殺虫剤抵抗性に関与して

いることも示唆された．今後は，ヒトスジシマカにおける作用点と解毒酵素の双方の突

然変異をターゲットとしたジェノタイピング法を検討していく必要がある． 
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A. 研究目的 

デング熱は地球温暖化と流行地の都市 

 

化現象が要因となり，流行地拡大が最も

危惧される感染症である．我が国のデン

グ熱輸入症例は年々増加し，2010 年には

220 症例を超え，2013 年は合計で 249 例

を記録した．2013 年 9 月には，日本各地

を旅行したドイツ人女性が帰国後にデン

グ熱を発症した．患者は日本国内で蚊に

刺されたことを記憶していたこともあり

国内感染が疑われた．日本国内にすでに

デング熱が侵入している可能性が強く示

唆された．ヒトスジシマカは日本国内に

普遍的に分布するのみならず，その分布

域を北に拡大させており，国内のヒトス

ジシマカのデングウイルス媒介能を正確

に把握することが急がれる． 

一方，デング熱の流行地においてはネ

ッタイシマカは主要な媒介蚊であり，世

界中の熱帯・亜熱帯地域に広く分布して

いる．近年，成虫防除に用いられるピレ

スロイド系殺虫剤に抵抗性を発達させた

個体群が世界各地で確認されて問題とな

っている．媒介蚊対策が殺虫剤による防

除に頼らざるを得ない現状から鑑みると，

抵抗性の発達はそのまま感染症に対する

リスクを高めることに繋がる．野外にお

ける媒介蚊の殺虫剤感受性を把握するこ

とは，殺虫剤の防除効果を高める上で重

要である．そこで，薬剤抵抗性遺伝子変

異を指標としたジェノタイピング法を確

立し，野外集団の薬剤感受性の状況を迅

速かつ簡便に把握することを目標とした．  

 

B. 研究方法 

1. 媒介蚊のデングウイルス感受性評価 

ヒトスジシマカは，2010 年川崎市生田

（IKT 系統），2011 年神奈川県海老名市

（EBN 系統），2012 年ベトナム・ホーチ

ミン市（HCM 系統）でそれぞれ捕集され

た雌成虫から採卵し，その後実験室内で

維持された系統を用いた．ネッタイシマ

カ LBN 系統は，2010 年フィリピン・ロス

バニョス市捕集の室内維持系統である． 

デングウイルス 1 型（DENV1）は，タ

イ・バンコク市（D1 11-120 株），デング

ウイルス 2 型（DENV2）は，インドネシ

ア・バリ島から帰国した患者血清よりそ

れぞれ分離された（D2 11-122/1 株）．加え

て 3 型（DENV3）および 4 型（DENV4）

も使用した（ウイルス 1 部から分与）．  

脱繊血と混合した 105～106コピー/mlの

力価のウイルス液を人工膜吸血法により

経口的に蚊に摂取させ，感染蚊を 27℃長

日条件のインキュベーター内に約 20日間

維持した．ウイルス RNA は，TaqMan プ

ローブ法（Callahan et al., 2001），あるいは 

SYBR Green 法（Callahan JD et al.変法）に

より検出した．次いで，免疫蛍光抗体法

により，蚊の各器官におけるウイルスの

存在を顕微鏡下で観察した． 

 

2. ジェノタイピング法による媒介蚊の殺

虫剤感受性の評価 

2009年～2010年にフィリピン国内の古

タイヤより採集したネッタイシマカ幼虫

から個別に DNA を抽出し（REDExtract-N- 

Amp Tissue PCR Kit, Sigma-Aldrich），4 カ

所のアミノ産置換をターゲットとして 2

組の PCR（I1011MorV，L1014F，V1016G，

F1534C）を行った．I1011MorV，L1014F，

V1016G を検出するために aegSCF20/aeg 

SCR21 プライマーセット，F1534C を検出

するために aegSCF7/aeg SCR7 のプライマ

ーセットを用いて各遺伝子断片を増幅し

た．シーケンス解析には，I1011MorV お

よびL1014F検出用として aegSCF3プライ

マー，V1016G 用に aegSCR22 プライマー，

F1534C 検出用に aegSCR8 プライマーを
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それぞれ使用した．  

 

C. 研究結果 

1. 媒介蚊のデングウイルス感受性評価 

TaqMan プローブ法により，ヒトスジシ

マカに経口的に感染させた DENV1 およ

び DENV3 は，いずれも 1 コピーまで検出

可能であり，DENV2 も検出されたが，

DENV4 は検出できなかった．DENV2 特

異的抗体を反応させた免疫蛍光抗体法に

より，DENV2 はヒトスジシマカの唾液腺

と中腸においてウイルス粒子の存在が確

認されたが，DENV1 は確認できなかった． 

次に，SYBR Green 法により，蚊のウイ

ルス感受性を評価した．唾液腺における

ウイルスの増殖性において，本研究に用

いた国内および外国産ヒトスジシマカで

DENV1 の高い増殖性は認められたが，

DENV2 の増殖性は低く，特に LBN 系統

ネッタイシマカではほとんど確認できな

かった．ウイルスの感受性は，蚊種およ

び系統によって差異はあるものの，本研

究で用いた国内産ヒトスジシマカにウイ

ルス感受性が示唆されたことから，国内

にデング熱が侵入した場合には，小規模

なアウトブレイクが起こる可能性は十分

にあると考えるべきである． 

 

2. ジェノタイピング法による媒介蚊の殺

虫剤感受性の評価 

2009 年にフィリピン国内 30 カ所で採

集された 688 頭のネッタイシマカ幼虫の

kdr 遺伝子頻度を比較した結果，これまで

中南米地域で確認されている I1011 の変

異はどの個体からも検出されなかったが，

V1016G の変異は 0～61%の頻度で，

F1534C は 0～76.3%の頻度で確認された．

G1016，C1534 ともにフィリピン全土から

採集されたネッタイシマカから広範囲に

確認され，特に地理的な偏りは見いだせ

なかった．全土的にピレスロイド系殺虫

剤による淘汰が進んだため，抵抗性個体

が全国的に広がったと推察された．本結

果は，先行試験で，K index（薬剤感受性

レベルを 1～36 でランク分け，数字が大

きいほど抵抗性レベルが高いことを示す

インデックス）が多くの地域で最大の 36

を示した結果を裏付けるものとなった． 

 

D. 考察 

TaqMan プローブ法によるウイルス

RNA の検出において，DENV1，DENV2，

DENV3 のゲノム RNA は 0.1 コピーまで

検出可能であったが，DENV4 は検出でき

なかった．DENV4 のスタンダード RNA

に問題があった可能性が考えられた．ま

た，免疫蛍光抗体法において，DENV2 は

ヒトスジシマカの唾液腺と中腸のいずれ

にもウイルス粒子は観察されたが，

DENV1 は検出できなかったことから，蚊

のウイルス感受性の評価系として免疫蛍

光抗体法も有効ではあるが，DENV1 以外

の検出も検討すべきと考える．また，今

回使用したウイルス株は海外で流行して

いる株であることから，蚊とウイルス株

の様々な組み合わせを検討する必要があ

ると考える． 

ネッタイシマカ LBN 系統において，

DENV2 がほとんど検出されず，ヒトスジ

シマカ IKT 系統の唾液腺においても

DENV2 の増殖は低いレベルであった．こ

の結果は，DENV2 に低感受性の蚊種なら

びに系統が存在する可能性を否定できな

いものの，さらに多くの系統を評価する

ことで結論したい．また，DENV3 および

DENV4 に対する蚊のウイルス感受性の

評価も必要であり，デングウイルス感染

蚊が，次の世代へ持ち越せるかの評価も

望まれている．しかし，少なくとも

DENV1 に対しては，国内の多くのヒトス
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ジシマカ集団がデングウイルス感受性で

ある可能性は高い．従って，国内にデン

グ熱が侵入した場合には，国内に普遍的

に生息するヒトスジシマカが関与する小

規模なアウトブレイクが起こる可能性は

十分にあると考えるべきである． 

野外における媒介蚊の殺虫剤感受性を

把握することは，殺虫剤の防除効果を高

める上で重要である．まずフィリピン産

ネッタイシマカを用いて薬剤抵抗性遺伝

子変異を指標としたジェノタイピング法

を確立し，その手法を国内産ヒトスジシ

マカに応用することを目指した．これま

でにベトナムのネッタイシマカ 70地域由

来の 756 頭を調べた結果，G1016 の置換

はわずか 1 地域から 20%の頻度として検

出されていた（Kawada et al., 2009）．今回

のフィリピンの結果では，調査した 30 地

域中 29カ所からG1016の変異が検出され，

その頻度も比較的高く，事態はより深刻

であることが分かった．また，V1016G の

みならず F1534C を有する個体の頻度も

高く，近い将来フィリピン全土において

両タイプの kdr 遺伝子頻度が 100%に限り

なく近くなる可能性も否定できない． 

今回得られたデータから，G1016 の頻

度と C1534 の頻度の和と，抵抗性レベル

を示す K index との関係を調べたところ，

薬剤感受性が低いほど kdr 頻度も低いこ

とが示され， kdr 遺伝子頻度の調査が，

ピレスロイド剤感受性調査の結果をある

程度反映するものであると推察された．

その一方で，K index が 36 を示す個体群

の kdr 遺伝子頻度は 5.3%～116.3%と大き

な開きが認められ、kdr 因子以外にも解毒

酵素や皮膚透過性の低下などの要因が抵

抗性機構として関与している可能性が示

唆された．  

 

E. 結論 

1) TaqMan プローブ法および SYBR Green

法により，DENV1，DENV2，DENV3 の

ウイルス RNA の定量・評価系を確立した．  

2) 免疫蛍光抗体法により DENV2 感染蚊

の唾液腺および中腸でのウイルスの存在

を確認したが，DENV1 は確認できなかっ

た．異なる系統とウイルス株を用いて再

検討する． 

3)供試した国内外のヒトスジシマカにお

いて DENV1 の高い増殖性が認められた

が，DENV2 は増殖性が低く，ネッタイシ

マカでは増殖はほとんど確認できなかっ

た． 

4) 作用点ナトリウムチャネルの変異を指

標としたジェノタイピング法は，野外蚊

のピレスロイド剤感受性レベルをある程

度反映していることが明らかになったが，

kdr 因子以外の抵抗性機構も関与してい

ることも示唆された． 

5) 今後は，作用点変異のみならず，解毒

酵素等その他の抵抗性機構を加味した簡

便で迅速な薬剤感受性試験法（ジェノタ

イピング法）を検討していく必要がある． 
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研究要旨： 近隣諸国で流行が認められているデングウイルス、チクングニアウイルスがヒトに

感染すると、急性熱性疾患、出血熱、関節炎などの疾病を伴い、本邦においても地球環境の変化

によりその感染拡大が懸念されている。しかしながらマウスにおいてデングウイルス、チクング

ニアウイルスの感染が成立しないため、ヒトで認められるような発症モデルを作成、解析するこ

とが困難であり、よりヒトに近い動物を用いた系の作成が急務である。したがって本研究では、

新世界猿に属する小型の霊長類であるコモンマーモセットを用いた感染モデル系を確立し、感染

時の病態を評価するための免疫学的解析における基盤整備を目的とした。 
 
A．研究目的 
デングウイルス（DEV）は、蚊の吸血によ

りヒトへ感染し、発熱のみならず致死的な出血

熱などの疾病を起こすことがある。本邦では過

去に東南アジアから侵入した DEV が、ヒトス

ジシマカによって媒介され、西日本を中心に多

数の感染者を発生させた経緯があるため、再興

感染症として監視が必要である。またチクング

ニアウイルス（CHIKV）は、発熱、筋肉痛、

関節痛を主症状とする急性の発疹性熱性疾患

である。DEV と同様にヤブカ属の媒介により

ヒトへの感染が成立し、アフリカと東南アジア

で流行しており、地球温暖化に伴って感染症媒

介昆虫の生息域が拡大することで、本邦侵入に

伴う感染症の流行が懸念される。しかしながら、

DEV、CHIKV 共にマウスにおいて感染が成立

しない。したがって発症メカニズムやワクチン

開発に必要な情報が不足しているため、霊長類

をベースとした発症モデルの作成、病態解明等

の基礎的研究は急務である。 
コモンマーモセットは新世界猿に属する小

型の霊長類であり、非ヒト霊長類モデルとして

生理学、神経学等の研究で利用されている。他

の霊長類モデル動物と比べて小型で多産であ

ることから、本動物において感染モデル系を確

立することは有用である。そして感染時の病態

を評価するために、免疫学的解析の基盤整備も

平行して進めなければならない。しかし現時点

において、本動物における免疫学的情報は限定

されている。ウイルス感染時の病態を解明する

ためには、抗体産生の有無だけでなく、病理組

織学的評価、経時的な炎症性サイトカインの変

化、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）およ

び T 細胞を中心とした細胞性免疫の挙動を評

価することは重要である。したがって本研究で

は、多数の研究協力者および研究施設と連携

（図 1）し、コモンマーモセットを用いた節足

動物媒介性ウイルス感染モデル系および解析

系の確立を目的とした。 
 
B．研究方法 
（1）コモンマーモセットにおける免疫解析ツ

ールの確立（国立病院機構相模原病院臨床研究

センター、和歌山県立医科大学）：感染実験に

よって得られたサンプルにおける免疫学的評

価を実施するための基盤整備を行う。具体的に



は、Real-time PCR によるサイトカイン等の

発現解析系、コモンマーモセット MHC 解析系、

コモンマーモセット TCR レパトア解析系、個

体識別系の確立から構成される。T 細胞におけ

る特異的抗原認識は、T 細胞受容体（TCR）と

病原性ウイルス由来ペプチドを提示した抗原

提示細胞上の MHC 分子との相互作用により

開始される（図 2 左）。マーモセットはマウス

のような近交系が確立した動物とは異なるた

め、MHC 分子における遺伝子アレルを正確に

同定することで、個体間におけるウイルス感受

性の差異について考慮することが可能となる。

したがって図 2 右に示すような手順により

MHC および TCR の解析を進める。これら解

析系の確立は、感染実験に先立って健常コモン

マーモセットより採取された血液および臓器

を使用する。 
（2）コモンマーモセットにおける標準臓器・

組織アトラスの作成（東北大学・日本歯科大

学）：コモンマーモセットにおける病理学的評

価を実施するためには、正常組織における基礎

的情報が必要になる。したがって標準臓器・組

織アトラス作成のため、感染実験に先立って健

常コモンマーモセットより組織を採取し、組織

標本を作製する。 
（3）DEV、CHIKV 感染モデル系の確立（国

立感染症研究所）：コモンマーモセットにおけ

る DEV および CHIKV の感染実験を実施し、

感染モデル系として最適な条件等を確立する。

感染成立の有無については、抗体産生、体温、

血液生化学的評価、炎症性サイトカインの評価

等を上述した解析系を交えながら総合的に判

断する。 
（倫理面への配慮） 
動物実験は、国立感染症研究所および各関連

施設における実験動物委員会のガイドライン

にしたがって実施した。 
 
C．研究結果 
（1）Real-time PCR によるサイトカイン等の

発現解析系：ウイルス感染に伴う炎症性サイト

カインの変化を検出するため、免疫関連の細胞

表面抗原および炎症性サイトカイン、それらの

数値を補正するためのハウスピーピング遺伝

子に対する特異的プライマーを設計した（図

3）。うち 4 つの遺伝子（CD14、IL-1a、IL-1b、
IL-12b）は本実験によって同定したものである。 
（2）MHC 解析系の確立：現在 MHC におけ

る解析は、図 4 に示すように、30 頭のコモン

マーモセットを用いてCaja-G遺伝子の同定が

進められている。これらの解析には膨大なゲノ

ムデータのシークエンスおよび解析が必要に

なるため、次世代シークエンサーおよびそれに

対応した専用のソフトウエアにより、コモンマ

ーモセットにおける MHC プロタイプを決定

し、最終的に感染実験に供するコモンマーモセ

ットの選別に寄与するものとなる。 
（3）TCR レパトア解析系の確立：TCR レパ

トア解析を確立するために、まずコモンマーモ

セットにおける TCR 遺伝子を同定する必要が

あった。これまでに TCR におけるα鎖および

β鎖可変領域（TRAV、TRBV）遺伝子の同定

が完了した。TCRβ鎖遺伝子は過去に他のグ

ループで報告された遺伝子群とオーバーラッ

プした TCR ファミリーも含まれたが、

Adaptor-Ligation mediated PCR（AL-PCR）

によって増幅された TCR 遺伝子に対して

1000 クローンに及ぶシークエンス解析を実施

した結果、最終的に 35 の新規 TRAV 遺伝子、

21 の新規 TRBV 遺伝子を同定した。これによ

りコモンマーモセットでは、各 35 種類の

TRAV および TRBV 遺伝子が発現することが

確認された（図 5）。現在これらの情報を基に、

TCR レパトア解析系を構築するため、既にヒ

トおよびマウスにおいて確立された TCRV レ

パトア解析法を参考にしながら、コモンマーモ

セット TCRV 遺伝子配列に検出用 DNA プロ

ーブの選定し、microplate hybridazation 法に

よる定量的・網羅的検出系を確立した。 
（3）コモンマーモセットにおける標準臓器・

組織アトラスの作成：採取された全身の臓器に

対して、HE 染色および免疫学的染色手法を用

いて、他の動物との差異について現在解析中で

ある。 
（4）DEV、CHIKV 感染モデル系の確立：DEV
および CHIKV をコモンマーモセットに感染

させるため、最適なウイルス量や投与経路につ

いての検討を実施している。予備実験の段階で、

両ウイルス共に皮下接種において、ウイルス投

与コモンマーモセットから抗体が検出された

ことと合わせて、CHIKV では Real-time PCR
において CD3、CD8、TNFαの経時的な変化

が脾臓において観察された（図 6）。 
 
D．考察 
本研究では、コモンマーモセットを用いて非



ヒト霊長類ウイルス感染モデル系を作成する

ことにある。さらに感染モデル系を評価するた

めの免疫学的解析系についても開発を進めて

いる。これまでの研究により、免疫関連遺伝子

に対する Real-time PCR 系の確立により、感

染動物における抗体産生の有無以外に、T 細胞

の挙動および炎症性サイトカインの増加につ

いても解析が可能になった。CHIKV 感染コモ

ンマーモセットにおける CD3、CD8、TNFα
の経時的な変化は、これまでマウスでは不可能

であったウイルス感染が、コモンマーモセット

において成立したことを示唆するものである。

MHC および TCR レパトア解析系は開発中で

あるため、感染サンプルに対して評価を行える

段階にないが、今後は投与量および頭数を揃え

ることで、感染が成立する個体における MHC
ハプロタイプの解析、また局所における炎症部

位で浸潤する T 細胞の抗原特異性を探るため

に TCR レパトア解析が役立つものと思われる。

炎症像やリンパ球浸潤を特定するためにも、正

常組織との比較による病理学的解析、免疫組織

学的が必要になる。 
 
E．結論 
本研究により、マウスでは感染が成立しない

ウイルスに対して、非ヒト霊長類感染モデル動

物としてコモンマーモセットに注目した結果、

Real-time PCR 系によって感染の成立が確認

された。今後コモンマーモセットにおける免疫

学的解析ツールを充実させることで、感染時の

病態に対する情報が得られるものと思われる。 
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図 1．本研究における組織図 
 
 
 

 

図 2．TCR における抗原認識機構およびマーモセットにおける TCR、MHC 解析手順 
 



 
 
図 3．コモンマーモセット免疫関連遺伝子における検出可能遺伝子の一覧 

 



 
図 4．次世代シークエンサーを用いた Caja-G 遺伝子ハプロタイプの決定 
 
 

 



 
図 5．コモンマーモセットにおける TRAV および TRBV 遺伝子の一覧 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6．CHIKV 感染コモンマーモセット脾臓におけるリアルタイム PCR 解析結果（Cont はコン

トロール、day は感染日数を示す） 
 



 
図 7．コモンマーモセットの TCR レパトア解析系 
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A. 研究目的 

  世界人口の 3 分の 1 がデング熱流行地域

（熱帯・亜熱帯）で生活しており、年間約 4

億人がデング熱・出血熱を発症する。我が国

におけるデング熱患者数は年々増加傾向にあ

り、2013 年は 1999 年以来、もっとも高い患

者数（249 人）が報告された。世界的に患者

数が多いにもかかわらず、デング熱に対する

ワクチン・治療がいまだに実用化されていな

い。このように、デング熱に対する対策に関

しては、診断およびワクチン・治療開発が必

要である。本研究班では、デングウイルス感

染の診断体制の確立・整備の一環として、新

規病原体診断法（ウイルス分離、重複感染に

研究要旨 

  デングウイルスは、蚊によって媒介されるウイルスであり、世界的に大規模な流行を引

き起こしている。年間約 4 億人がデング熱を発症し、そのうち約 2 万人が死亡する。我が国

におけるデング熱の輸入症例は増加傾向にあり、年間数百症例が報告されている。しかし、

デングウイルス感染症に対するワクチンおよび治療がいまだに実用化されていない。デング

ウイルス感染症の予防対策の一環として、診断法の評価と改良、新規診断法の開発、ワクチ

ン・治療開発のためのモデル動物の確立が必要である。本研究班では、デングウイルスの実

験室診断法を確立と評価を実施した。さらに、発症および防御に係る機構を明らかにするた

め、動物モデルを確立し、ワクチン・治療開発に必要な基盤研究が進展した。診断法の開発

では、新規ウイルス分離法および複数の血清型ウイルスによる重複感染症の新規病原体診断

を確立し、その有用性を証明した。デングウイルス感染症の動物モデル開発では、霊長類（マ

ーモセット）デングウイルス感染症モデルを確立し、ウイルス学および血清学的の検討を行

った。以上のモデル動物実験結果により、本モデル動物は、デング熱のワクチン・治療開発

に有用であることを証明した。 



おけるウイルス分離、抗原検査）の開発およ

び有用性検討をし、患者発生に備えている。

さらに、ワクチン・治療開発のためには、モ

デル動物の構築や発症機序をウイルス学的や

免疫学的に解明することが必要である。 

 

B. 研究方法 

1. 診断法の開発・改良 

1) 新規病原体診断法（抗体依存性感染増強現

象を応用したウイルス分離法）の開発・有用

性評価： 

  感染増強活性を有する抗体を用いて、FcγR

発現細胞にてデングウイルス分離法を確立し

た。開発したアッセイ法を従来のウイルス分

離法(C6/36および FcγR非発現BHK細胞)にて

比較検討した。さらに、デング熱患者から採

取した血清を用いて、本アッセイの有用性を

検討した。 

 

2) 新規病原体診断法（複数のデングウイルス

血清型による重複感染症の確定診断法）の開

発・有用性評価： 

 中和活性および感染増強活性を有する抗体

（回復期血清）を用いて、FcγR 発現細胞にて

新規デングウイルス分離法を確立した。開発

したアッセイ法を従来のウイルス分離法

(FcγR 非発現 Vero および BHK 細胞)にて比較

検討を行なった。さらに、デングウイルス重

複感染症患者からの血清を用いて、本アッセ

イの有用性を検討した。ウイルス価は、

RT-PCR およびプラーク法にて測定した。 

 

3) 尿検体を用いた NS1 抗原迅速診断法によ

りデングウイルス病原体診断： 

  デングウイルス NS1 抗原迅速検査キット、

ELISA キットを用いて、尿検体における NS1

抗原の検出率を他の検査法（IgM/IgG 抗体お

よび RT-PCR）と比較検討した。 

 

2. デングウイルス感染症のモデル動物の開

発 

1) マーモセットを用いたデングウイルス感

染症モデル動物の開発： 

  DENV2 をマーモセットに接種し、ウイル

ス価の定量、抗体上昇、生化学的および血液

的の変化を検討した。 

   

C. 研究結果 

1. 診断法の開発・改良 

1) 新規病原体診断法（抗体依存性感染増強現

象を応用したウイルス分離法）の開発・有用

性評価： 

  本研究ではこれまでに確立したデングウ

イルス血清学的検査法(抗体依存性感染増強

（antibody-dependent assay, ADE）アッセイ

法)がウイルス分離に使用可能であることを、

デング熱患者血清を用いて検討した。抗体依

存性感染増強活性を有する抗体(mAb4G2)の

存在下で、FcγR 発現 BHK 細胞を用いて患者

血清からウイルス分離を試みた。患者血清か

らウイルス分離を試みたところ、感染増強抗

体存在下の FcγR 発現 BHK 細胞上清のウイル

ス力価は、他の細胞（非 FcγR 発現 BHK 細胞、

C6/36 細胞）より高価であった。さらに、５０

検体中 16 検体においては、非 FcγR 発現細胞

よりウイルスが分離できなかった。その 16 検

体中 7 検体(44%)は ADE アッセイにて分離す

ることが可能であった。以上の結果より、感

染増強抗体の存在下での FcγR 発現 BHK 細胞

（ADE アッセイ）は、従来のウイルス分離法

と比較し高率にデングウイルスの分離が可能

であり、デングウイルス分離検査に有用なツ



ールである。 

 

2) 新規病原体診断法（複数のデングウイル

ス血清型による重複感染症の確定診断法）の

開発・有用性評価： 

  我々はこれまでに確立した FcγR 発現

BHK 細胞を用いた新規中和試験法がデング

ウイルス重複感染に使用可能であることを、

重複デングウイルス感染の患者血清からデン

グウイルスの分離を試みた。我々は、中和お

よび感染増強活性を有する回復期患者血清

(NtAb)を用いて新規中和アッセイにより、そ

れぞれのデングウイルスの分離に成功した。

以上の結果により、この FcγR 発現 BHK 細胞

を用いた新規病原体診断法により、デングウ

イルス血清型重複感染は、感染性のある二つ

の血清型ウイルスによる感染であることをは

じめて明確に証明した。 

 

3) 尿検体を用いた NS1 抗原迅速診断法によ

りデングウイルス病原体診断： 

  我々は、NS1 抗原 ELISA 法および簡易

イムノクロマト法が尿検体を用いた場合にも

NS1抗原が検出であるかを検討した。さらに、

血中の NS1 抗原検出率を尿検体の抗原検出

率と比較検討を行った。ELISA 法では、血中

の NS1 抗原が高感度で検出された。一方、尿

中の NS1 抗原検出率は、血清検体を用いた場

合よりやや低い。尿中の NS1 抗原は、いずれ

検査法（ELISA 法およびイムノクロマト法）

においてもほぼ同じ検出率で検出された。 

 

2. デングウイルス感染症のモデル動物の開

発 

1) マーモセットを用いたデングウイルス感

染症モデル動物の開発： 

  感染モデルの評価については、ウイルス

接種後、経時的にウイルス血症定量、中和抗

体測定、体温、活動性、肝機能・腎臓機能検

査を行った。本検討により、全ての個体にお

いて、ウイルス血症が認められた。感染ウイ

ルス血清型に対する中和抗体上昇は全個体に

認められたが、異なる血清型に対する中和抗

体価は低い、または検出されなかった。12 個

体中、5 個体 (5/12) においては、ウイルス接

種後に血小板減少症が認められ、9 個体にお

いては白血球減少症を呈した。7 個体は、発

熱および活動低下を呈した。さらに、ウイル

ス接種を行っていない対象のマーモセット 4

個体においては、これらの症状を示さなかっ

た。デング熱モデル動物であるマーモセット

は、デングウイルス接種後においてはデング

熱の典型的な症状（発熱、活動低下）と生化

学的の変化を呈した。 

 

 

D. 考察 

  本研究班では、節足媒介性ウイルスの感

染症予防対策の一環として、新規診断法の確

立、既存の診断法の手順改良・評価し、病原

体診断法（ウイルス分離および抗原検出法）

を整備するとともに、ワクチン・治療開発に

必要なモデル動物の開発・評価に関する研究

を実施した。 

  我々は、(1) 新規病原体診断法（抗体依存

性感染増強現象を応用したウイルス分離法）

の開発・有用性評価を行い、開発した新規ウ

イルス分離法（ADE アッセイ）は、従来のウ

イルス分離法と比較した。開発した新規 ADE

アッセイにより、高率にデングウイルスの分

離が可能となり、ウイルス分離検査に有用な

ツールであることが示唆された。さらに、我々



は、(2)複数のデングウイルス血清型による重

複感染症の確定診断法を開発し、その有用性

を証明した。本研究法では、中和および感染

増強活性を有する回復期患者血清を用いて新

規中和アッセイにより、それぞれのデングウ

イルスの分離に成功し、新規病原体診断法の

重複感染症診断における有用性を証明した。

(3) 既存の診断法の手順改良・評価では、尿

検体を用いてもウイルス抗原(NS1 抗原)が検

出されたことから、改良した方法は、病原体

診断として有用であることを証明した。さら

に、(4) 確立したデングウイルス感染症モデ

ル動物（マーモセット）では、中和抗体上昇、

IgM/IgM 抗体上昇パターンおよび症状（(血小

板・白血球数減少、AST/ALT 上昇など)がヒト

デング熱患者と類似することから、本モデル

動物は、デングウイルス感染症のワクチン・

治療開発に有用であることを明らかにした。 

   

     

E. 結論 

  本研究班では、節足媒介性ウイルスであ

るデングウイルスの感染に対する診断および

予防対策に関する研究を行った。H23-25年は、

デングウイルスの新規ウイルス分離法の確立

および抗原検出法の改良を行なった。本研究

班で開発した新規病原体診断法（ウイルス分

離）および病原体診断法(NS1 抗原)の手順改良

により、既存の診断法よりも高い有用性を示

したことから、デング熱の臨床診断上におい

ては、著しく進展が見られた。さらに、デン

グウイルスのモデル動物開発にはウイルス学

的、免疫学的などの解析を行い、本マーモセ

ットモデルは、病態解明および新規治療・ワ

クチン有効性評価と開発に有用であることを

明らかにした。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

 

３．その他 

  なし 
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「我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関する研

究」（H23-新興-一般-010） 

 

分担研究報告書（H23-25 年度） 

 

デングウイルス新規ワクチン開発のための病理学的評価系の確立 

 

平成 23 年度 高橋秀宗 国立感染症研究所 感染病理部 第三室長 

平成 24-25 年度 永田 典代 国立感染症研究所 感染病理部 第二室長 

 

研究要旨：本研究では、デングウイルス様粒子を用いたワクチン開発を目標として、感染動物実

験系とその病理学的評価系の確立を目的としている。初年度には、デングウイルス様粒子の発現

を確認した。一方で、1～4 型全てのウイルスを VeroE6 細胞に継代しストックを調整した。次に

これらのウイルスを新生仔あるいは成マウスに接種し、その病原性を血液学的・組織学的に明ら

かにした。また、デングウイルス認識モノクローナル抗体を用いて、ELISA 法を利用したウイル

ス識別系と免疫組織化学法によるウイルス抗原検出系を確立した。 

 

協力研究者： 

国立感染症研究所 感染病理部 小島朝人、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、長谷川秀樹 

 

A. 研究目的 

デングウイルス(DENV)は 4つの血清型を

持ち、感染者の吸血蚊が媒介するヒトを宿主

とするウイルスである。異なる型の DENV に

再感染した場合、致死性のデング出血熱を発

症する。そのため、ワクチン施策には DENV 1

～4 型に対する 4 価ワクチンが必須であると

考えられており、現在のところ有効なワクチ

ンは未だ無い。 

我々は日本脳炎ウイルス様粒子(JE-VLP)、

ウエストナイルウイルス様粒子 (WNV-VLP)

を利用したワクチン開発に携わってきた。そ

こで本研究では、WNV prM-E 遺伝子持続発

現系によるウイルス様粒子抗原の産生、およ

び JEV prM-E 遺伝子持続発現系による VLP

抗原の産生を利用して、デングウイルスサブ

ユニットワクチン（DEN-VLP）の開発を目標 

 

 

とした(平成 23 年度)。 

また一方で、ワクチン評価系のための感染

動物実験系とその病理学的評価系の確立を試

みた（平成 24-25 年度）。 

B. 研究方法 

VLP の作出 

JE-VLP、WNV-VLP 産生によるワクチン開発

を基礎としてデングウイルスワクチンの開発

を進めた。DENV 中和エピトープを含むフラ

ビウイルスキメラ prM/E VLP 発現ベクター

を 5 種作成し、ウエスタンブロットによって

発現を確認した。 

使用ウイルスと細胞 

いずれも高崎智彦博士より分与いただいた。 

 DENV 1 型: NIID10-07 標準株

(D1/Hu/Philippines) 

 DENV 2 型: NIID20110116 株 

(D2/Hu/INDIA09-74) 

 DENV 3 型: Den 3, 00-27/1 株 (C6#1, 

Vero9013#1. 08 Decem, 2003) 



 

 

 DENV 4 型: NIID 08-11 標準株 

(D4/Hu/Solomon) 

これらを VeroE6 細胞で継代し、培養上清で

105 PFU/ml 以上を回収できるように馴化した 

ウイルス認識モノクローナル抗体 

不活化 DENV 1～4 混合抗原でプレートをコ

ートし、JEV-E 特異的・WNV-E 特異的単クロ

ーン抗体を対照にして、入手した 4種の DENV

認識単クローン抗体の反応性を検討した。 

感染動物実験 

本動物実験は国立感染症研究所の動物実験

委員会に承認された実験計画に従って実施し

た。 

  新生仔マウス 

生後１日以内の ddY マウス（SLC より購

入）に対し、VeroE6 細胞で 4 継代目のウイル

ス感染細胞上清をそれぞれマイクロシリンジ

で 10 µl、右側視床内に脳内接種した。対照群

には細胞培養液 MEM 10 µl を同様に接種した。 

接種後 25 日まで体重測定、臨床症状の観

察を行い、病原性発現の有無を検討した。ま

た、接種 3, 7, 25 日目に 3 または 4 匹ずつ過

麻酔殺後に解剖を行い、ホルマリン灌流固定

パラフィン包埋組織標本を作製した。なお、

臨床症状の発現を確認し哺乳困難と判断した

個体は、過麻酔殺し病理標本を作製した。 

  成マウス 

6 週齢の ddY マウス（SLC より購入）に対

し、VeroE6 細胞で 4 継代目のウイルス感染細

胞上清をそれぞれ 100 µl 静脈内接種した。対

照群には細胞培養液 MEM 100 µl を同様に接

種した。 

接種後 15 日まで体重測定、臨床症状の観

察を行い、病原性発現の有無を検討した。ま

た、接種 3,15 日目に 4 匹ずつ過麻酔下で心臓

採血を行い、その後解剖し、ホルマリン固定

パラフィン包埋組織標本を作製した。 

病理学的および免疫組織学的検索 

10%ホルマリン緩衝液灌流および浸漬固定

後の DENV1-4 型感染マウス組織材料（脳、

脊髄、心、肺、腎、肝、脾）を用いて、常法

どおりパラフィン包埋切片を作製した。脱パ

ラフィン後、一部はヘマトキシリン・エオジ

ン（HE）染色を実施した。また、ウイルス抗

原 を 検 出 す る た め に 、 一 次 抗 体 と し て

Anti-Dengue Virus E glycoprotein antibody 

[8]（ab80914）を用いて免疫組織化学染色を

実施した。脱パラフィンした切片を抗原賦活

化剤（pH6.0）（ニチレイ）中で 121ºC10 分オ

ートクレーブ処理によって抗原賦活化し、過

酸化水素水・メタノール（室温 30 分）による

内因性ペルオキシダーゼの阻止を行った。そ

の後は、ヒストファイン マウスキット [マウ

ス組織用マウス第一抗体]（ニチレイ）を用い、

プロトコールに従い免疫染色を行い、ウイル

ス抗原を検出した。なお、1 次抗体は 2000 倍

希釈し、4ºC で一晩インキュベートした。 

 

C. 結果 

1. DEN-VLP 発現ベクターの作成と発現

確認：DENV 中和エピトープを含むフラビウ

イルスキメラ prM/E VLP 発現ベクターを 5 種

作成し、ウエスタンブロットによって発現を

確認した。 

2.  DENV ウイルスストックの調製：ウイ

ルス分離・ウイルス増殖に汎用されている

Vero 細胞を用いてウイルスストックの調整を

試みた。DENV NS1 抗原ストライプを用いた

検討では、DENV 3 以外は何れもウイルス増

殖陽性であった。DENV 3 は NS1 抗原陽性に

転換するまで Vero 細胞での継代を繰返し、最

終的に DENV 1～4 のウイルスストックを調

製した(表)。 

3.  DENV 認識単クローン抗体 ELISA:不

活化 DENV 1～4 混合抗原、JEV、WNV 不活

化粒子でプレートをコートし、JEV-E 特異

的・WNV-E 特異的単クローン抗体を対照にし

て、入手した 4 種の DENV 認識単クローン抗



 

 

体の反応性を検討した。その結果、2H2 は

DENV にのみ反応し、JEV にも WNV にも全

く反応性を示さなかった。一方、4G2 は DENV, 

JEV, WNV 何れにも強い反応性を示した。他

方、JEV, WNV などの単クローン抗体 503, 

N.04 は JEV のみ、WNY-11 は WNV のみ、402

は JE 血清型に属する JEV と WNV のみを認

識した。 

4. 新生仔 ddY マウスに DENV1 および 2

型を脳内接種したところ、感染 8-10 日目に音

などの外部刺激に対して過敏反応を示し、突

然走り出す、跳ねるなどの神経症状を示した。

いずれもその後、哺乳困難、瀕死となったた

め病理解剖を行った。その結果、海馬、皮質、

視床、延髄等の神経・グリア細胞にウイルス

抗原陽性細胞が認められ（接種 7 日目）、これ

に伴う神経細胞の脱落、壊死、炎症性反応が

みられた（瀕死期）。DENV3 型脳内接種マウ

スは感染 14 日前後から外部刺激に対する過敏

反応を示し一定期間体重増加が対照群に比べ

て緩徐となったが、これは一過性で 25 日目に

は回復した。25 日目の脳組織において、巣状

壊死、血管を中心とした炎症所見が見られた。

病変部の変性細胞にウイルス抗原が検出され

た（25 日目）。DENV4 型接種マウスは 13 匹

の新生仔マウスに脳内接種を行ったが、6 匹が

接種翌日に死亡しており、残りの 7 匹も瀕死

であった。これを病理解剖したところ、いず

れの個体においても脈絡叢の血管は拡大し、

血管内には血栓様の構造が見られた。ただし、

この病変は脳に限局しており、肺・肝・腎な

どの微小血管内で同様の所見は得られなかっ

た。 

5. 成マウスはいずれの接種群も無症状で

耐過した。2 型、3 型接種群は対照群を含めた

他の群と比べて体重の上昇が良かった。接種 3

日目の血液検査では 2 型と 3 型接種群で血小

板の有意な減少がみられ、15 日には上昇傾向

が見られた。4 型接種群はいずれの接種日でも

低い傾向が見られた。また、ヘマトクリット

値はウイルス接種 3 日目でいずれの接種群に

おいても対照群に比べて低い傾向が見られた

が、2 型接種群で有意な低値であった。いずれ

の個体も明らかな臨床症状を示さず、組織学

的に著変はみられなかった。 

 

D. 考察 

DEN-VLP の作成において、ウイルス増殖性

が低い DENV の 1～4 型全てでウイルススト

ックの調整に成功し、DENV 特異的な ELISA

系のみならず、JEV, WNV, JE 血清型群, 全フ

ラビウイルス識別 ELISA 系まで樹立できた。

以上の結果は、DEN-VLP の発現、DENV, JEV, 

WNV 其々に特異的に反応する単クローン抗

体のパネルが準備できたことを示すとともに、

全フラビウイルスを識別できる抗体 ELISA系

が樹立できた事も示している。また、実験に

供するレベルのウイルス価が得難いとされる

DENV について、1～4 型のウイルスストック

の調整に成功したことは今後の感染価測定法

の確立に繋がる成果であろう。DEN-VLP ワク

チン作成の有力な基盤が得られたものと思わ

れる。 

一方、マウスにおける増殖性・病原性につい

て検討したところ、今回使用した DENV4 型

NIID 08-11 標準株は、脳内接種後の新生仔マ

ウスに非常に強い毒力を示したが、ウイルス

が増殖した結果による病原性ではないと考え

られるため、死因について更なる検討が必要

である。組織所見から、接種後に局所に限局

した急激な血液凝固反応あるいはショックを

引き起こしたと考えられる。DENV1 と 2 型分

離株は新生仔マウスの神経細胞、グリア細胞

で増殖が可能で、ほぼ同様の病原性を発揮す

ることが病理学的に示された。ただし、

DENV2 型分離株の方が、血管を中心とした炎

症性反応が強い傾向が見られた。この血管病

変についても着目する必要がある。 



 

 

成マウスを用いた感染実験では、接種後に血

液像に変化が見られたことから、VeroE6 継代

株は成マウスに対しても感染性を有すると考

えられた。これまでの感染実験の結果につい

て表に総括した。今後は、結果に基づいて、

これらのウイルスと齢の異なるマウスを用い

て重複感染実験を行い、病原性解析とワクチ

ンー攻撃実験に必要な動物実験系を確立する。 

 

E. 結論 

DEN-VLP の発現を確認し、ウイルス増殖

性が低い DENV の 1～4 型全てのウイルスス

トックの調整に成功し、 DENV 特異的な

ELISA 系のみならず、JEV, WNV, JE 血清型

群を含む , 全フラビウイルスを識別できる

ELISA 系まで樹立できた。 

DENV1-4 型分離株を使用して、新生仔お

よび成マウスにおける病原性を明らかにした。

一方で、VeroE6 細胞、マウス組織を使用した

ホルマリン固定パラフィン包埋参照標本を作

製し、ウイルス抗原検出系を確立した。 

 

G.研究発表 

 研究成果の刊行に関する一覧表に記載し

た。 

 

F.健康危険情報 

 特になし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

 

３．その他 

  なし 

 

 

表 デングウイルス分与株の VeroE6 細胞における増殖性と ddY マウスに対する病原性 

血

清

型 

ウイルス株名 

VeroE6 細胞 ddY マウスに対する病原性 

継代数 
上清の感染価

pfu/ml 

新生仔・脳内

10 µl 

新生仔・皮下 

10 µl 

6 週齢・静脈内

100 µl 

1

型 
NIID10-07 標準株 

(D1/Hu/Philippines) 
4 1.4 x 106 有(致死的) 有(弱) 無 

2

型 
NIID20110116 株 

(D2/Hu/INDIA09-74) 
4 1.7 x 106 有（致死的） 有（一過性） 有(一過性) 

3

型 

Den3,00-27/1(C6#1, 
Vero9013#1. 08Decem, 

2003) 
4 1.6 x 105 有（一過性） 無 有(一過性) 

4

型 
NIID 08-11 標準株 
(D4/Hu/Solomon) 

4 8.8 x 105 有(致死的) 有(弱) 無 
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分担研究報告書（H23-25 年度） 

 

海外渡航者を対象にした蚊媒介性ウイルス感染症の情報提供 
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研究要旨 

海外渡航者にとって蚊媒介性ウイルス感染症は重要な健康問題であり、とくにデング熱は東南

アジアに滞在する日本人の間で患者が多数発生していた。この状況を改善するため、流行地域に

滞在する渡航者には適切な予防対策を提供することが必要であるが、在留邦人、企業の健康管理

担当者、一般の海外渡航者において知識状況や必要とする情報に違いがみられた。こうした各集

団の特性を考慮して、我々はホームページ、出版物、ポスター、動画（DVD）、講演会などの媒

体を用いて、海外渡航者にデング熱を予防するための情報提供を行った。 

 

A. 研究目的 

 海外渡航者にとって蚊媒介性ウイルス感染

症は重要な健康問題の一つである。とりわけ

デング熱は患者数が多く、国内で診断される

患者数が毎年 200 人以上にのぼっている。さ

らに、日本脳炎、黄熱、チクングニア熱など

も海外渡航者にリスクのある蚊媒介性ウイル

ス感染症にあげられる。こうした感染症につ

いては国民に情報が広く浸透しておらず、海

外渡航時に効果的な予防対策がとられていな

いのが現状である。そこで本研究では海外渡

航者に必要とされる蚊媒介性ウイルス感染症

の情報内容を調査し、その提供を行うことを

目的とする。 

B. 研究方法 

１．海外在留邦人のデング熱罹患状況の調査 

日本国内で診断されるデング熱患者数は厚

生労働省より毎年報告されているが、海外で

診断される日本人患者についてはその実態が

明らかになっていない。そこでフィリピンの

マニラ日本人会診療所を受診する在留邦人を

対象に、デング熱罹患状況について調査を行

った。また、患者の多発する地域で環境調査

を行い、感染のおこる背景について検討した。 

２．海外渡航者に必要な情報内容の調査 

 海外渡航者がデング熱などの感染症対策を



行う際に必要な情報を明らかにするため、「海

外在留邦人」、「企業の健康管理担当者」、「一

般の海外渡航者」、を対象に、「海外渡航者の

感染症対策状況に関する調査」と「デング熱

の知識状況に関する調査」を行った。調査方

法としては、講演会場でのアンケート配布、

調査対象へのアンケート郵送、インターネッ

トによるアンケート調査を対象に応じて選択

した。 

３．海外渡航者への情報提供 

 以上の調査結果をもとにデング熱など蚊媒

介性ウイルス感染症に関する情報提供を各種

媒体で行った。 

（倫理面への配慮） 

 原則的には、ヘルシンキ宣言における臨床

研究の基準を遵守した。アンケート調査や問

診用紙の調査においては匿名とし、番号のみ

で登録した。 

 

C. 研究結果 

１．海外在留邦人のデング熱罹患状況調査 

2012 年～2013 年に、フィリピンのマニラ

日本人会診療所でデング熱と診断された在留

邦人の患者を対象に調査を行った。デング熱

の診断は抗原検出キット（NS1 抗原）か抗体

検出キット（IgM 抗体、IgA 抗体）で陽性に

なった者とした。その結果、2012 年は 55 名、

2013 年は 54 名のデング熱患者が確認された。

このうち 30％前後の患者が入院しているが、

全例が重症化することなく回復した。患者の

発生は雨期となる 6月～8月に多くみられた。

患者の滞在形態は、2012 年は帯同家族が半数

以上と多かったが、2013 年は帯同家族が少な

くなり、駐在員本人が半数以上を占めた。 

患者の感染場所を明らかにするため、2013

年 7 月以降は患者の居住地域を特定するよう

にした。その結果、居住地域が判明したデン

グ熱患者 42 名のうち、Ｒ地区の居住者が 12

名（28.6％）と多かった。Ｒ地区はマニラ市

内にある新興住宅街で、日本人の居住者も増

加傾向にある。2013 年 12 月に環境調査を行

ったところ、同地区には建設工事現場が多く、

蚊の繁殖しやすい水たまりが多数みられた。

また、同地区には緑地が多く、そこで在留邦

人が蚊に刺される機会が多いものと推測され

た。さらに、Ｒ地区に隣接してスラム街があ

り、この住民の間で患者が多発している可能

性があった。このようにＲ地区は、デング熱

感染に必要な要因が備わる環境にあった。 

２．海外渡航者に必要な情報内容の調査 

（１）海外渡航者の感染症対策調査 

各調査対象におけるデング熱を中心にした

感染症対策の現状について調査を行った。 

「海外在留邦人」の調査は 2011 年 12 月、

インドネシア・ジャカルタ、フィリピン・マ

ニラに在住する日本人を対象に実施した。ア

ンケートの配布は現地で開催された医療講演

会の参加者やその関係者を中心に行い、ジャ

カルタから 100 名、マニラから 76 名の回答

があった。「心配している感染症は何か？」の

質問では「デング熱」の回答が最も多く、「周

囲でデング熱患者が発生したか？」の質問に

はジャカルタで 48％、マニラで 68.4％が「発

生した」と回答した。「予防対策を実施してい

るか？」については、マニラでは「実施して

いる」が 67.1％だったが、ジャカルタでは

34％と少なかった。予防対策を実施していな

い者に理由を質問したところ、「予防方法が不

明」との回答が大多数を占めた。 

「海外派遣企業の健康管理担当者」の調査

は 2013 年 11 月～12 月、海外邦人医療基金の

会員企業（161 社）の健康管理担当者を対象



に、アンケート郵送方式で実施した。この結

果、68 社（42.2％）から回答を得ることがで

きた。海外勤務者の健康問題として「感染症

の重要性」を聴取したところ、「大変重要」と

答えた企業が 60 社（88.2％）にのぼった。ま

た、心配な感染症としてはウイルス性肝炎、

狂犬病に続いてデング熱（51 社）が上位に挙

げられた。また、デング熱に罹患した従業員

がいると回答した企業が 20 社（29.4％）と比

較的多かった。罹患経験のある従業員の再感

染による重症化の予防対策を聴取したところ、

「蚊に刺されない対策の指導」や「再感染時

の迅速な医療機関への受診指導」が多く、「流

行地域に滞在させない指導」を行っている企

業も少数みられた。 

「一般の海外渡航者」については、2012 年

4 月、ロングステイ財団の旅行モニター（海

外旅行に興味のある成人）を対象にインター

ネットによる調査を実施した。この結果、

1648 名から回答を得ることができた。「旅先

の健康問題として感染症に関心がある」と回

答した者は 816 名だったが、関心のある感染

症は下痢症、マラリア、ウイルス肝炎が多く、

デング熱は 275 名（33.7％）と少なかった。

デング熱の知識状況を聴取したところ、「全く

知らない」と「あまり知らない」の合計が 1219

名（73.9%）で大多数を占めた。 

（２）デング熱の知識状況に関する調査 

 各調査対象にデング熱の原因、疫学、症状、

予防、治療に関する 10 の質問を記載した用紙

を配布し、その答えを「はい」か「いいえ」

で答える形式をとった。 

「海外在留邦人」の調査は 2011 年 12 月、

インドネシア・ジャカルタ、フィリピン・マ

ニラで在住する日本人を対象に実施した。調

査方法は前述した両都市での医療講演会の場

で質問用紙を配布した（ジャカルタ：100 名、

マニラ：76 名）。この結果、「蚊に刺されて感

染する（正解：はい）」の正解率は 100％近く

に達したが、具体的な予防対策の質問である

「昼間、蚊に刺されないよう注意すれば予防

できる（正解：はい）」の正解率は 50％台と

低い結果になった。なお、マニラでは 2013 年

12 月に再調査を行っているが、2011 年と同様

な結果だった。 

「海外派遣企業の健康管理担当者」の調査

は 2013 年 2 月、都内で開催した医療講演会

の参加者（104 名）を対象に実施した。この

結果、「昼間、蚊に刺されないよう注意すれば

予防できる（正解：はい）」、「命にかかわる病

気である（正解：はい）」の正解率が 60％台

と低かった。 

「一般の海外渡航者」の調査は、我々がイ

ンターネット上に開設した「デング熱

e-learning」（HP「海外旅行と病気」に掲載）

の回答者を対象に行った。その結果、2011 年

12月～2013年 11月までに 830名の回答が得

られた。正解率については、「日本国内でも流

行している（正解：いいえ）」、「ワクチンで予

防できる（正解：いいえ）」といった基本的な

質問が 70％台と低かった。 

３．海外渡航者への情報提供 

 以上の調査結果をもとに各種媒体を用いて

海外渡航者への情報提供を行った。 

（１）ホームページの設置 

 インターネット上にホームページ「海外旅

行と病気」（http://www.tra-dis.org）を開設し、

デング熱など海外渡航に関連する病気の情報

提供を行った。2013 年のアクセス件数は毎月

3000 件前後に増加し、とくに 8 月～9 月の夏

休みシーズンには月 5000 件に達した。 

（２）デング熱に関するパンフレットの作成 



 海外渡航者向けにパンフレット「デング熱

豆知識」を 2011 年度に作成し、トラベルクリ

ニックや東南アジアの日本人会などに配布し

た。 

（３）デング熱に関するポスターの作成 

デング熱を媒介する蚊の吸血時間帯に関す

る情報が不足していたため、この点を海外渡

航者に啓発するポスター「昼の吸血鬼にご用

心」を 2012 年度に作成した。このポスター

は検疫所、国内のトラベルクリニック、海外

派遣企業の健康管理室などに配布した。 

（４）デング熱予防対策の動画（DVD）作成 

 海外渡航者にデング熱の予防法を具体的に

理解してもらうため、動画（DVD）を 2013

年度に作成した。この動画はホームページ「海

外旅行と病気」などで一般向けに公開してい

る。 

（５）デング熱予防マニュアルの作成 

 トラベルクリニックや海外派遣企業の医療

関係者を対象に、デング熱の予防を指導する

ためのマニュアルを 2013 年度に作成した。

このマニュアルはトラベルクリニックや企業

の健康管理室に配布する予定である。 

（６）医療講演会の開催 

 定期的にデング熱を中心にした感染症に関

する医療講演会を開催した。 

2011 年 12 月：ジャカルタ（在留邦人対象）

マニラ（在留邦人対象） 

2013 年 2 月：東京（企業の健康管理担当者） 

2013 年 12 月：マニラ（在留邦人対象） 

 

D. 考察 

マニラ在留邦人の間でデング熱の患者は

2012 年、2013 年ともに 6 月～8 月の雨期に

多発していた。患者の一部は入院を要したが、

重症化する例はなく、全員軽快していた。患

者の居住地域をみるとマニラ市内のＲ地区が

多く、環境調査を行ったところ、建設工事に

よる水たまりが数多くみられ、媒介蚊が生息

しうる環境になっていた。さらに同地区はス

ラム街に隣接しており、周囲にデング熱患者

が多い環境にあった。こうした現地の環境を

熟知したうえで、情報提供を行う必要がある。 

「海外渡航者の感染症対策調査」は海外在

留邦人、海外派遣企業の健康管理担当者、一

般の海外渡航者を対象に実施した。「海外在留

邦人」の調査はジャカルタとマニラで行った

が、感染症の中でもデング熱への関心が高い

結果だった。その一方で、デング熱の予防対

策を実施している者は一部の在留邦人で、予

防対策を実施しない理由としては「予防方法

が不明」が多くを占めていた。「企業の健康管

理担当者」を対象にした調査でもデング熱へ

の関心は高く、デング熱に罹患した従業員が

いると回答した企業も比較的多かった。罹患

経験のある従業員の再感染による重症化予防

策は概ね適切であったが、「流行地域に滞在さ

せない指導」を行っている企業が少数みられ

た。「一般の海外渡航者」の調査では、デング

熱への関心が低く、その知識についても「全

く知らない」と「あまり知らない」が大多数

を占めていた。このように、各調査対象によ

って必要とする情報が異なることが明らかに

なった。 

「デング熱の知識状況」に関する調査では、

「流行地域の在留邦人」や「企業の健康管理

担当者」については、基本的なデング熱の知

識があるものの、蚊の対策（とくに吸血時間

が昼間であること）についての知識が不足し

ていることが明らかになった。その一方で、

「一般の海外渡航者」についてはデング熱の

基本的な知識が不足していることが明らかに



なった。このように、各調査対象で知識レベ

ルにも差があり、その特性に応じた情報提供

が必要であると考える。 

以上の調査結果にもとづいて、それぞれの

対象に応じた情報提供を、ホームページ、出

版物、ポスター、動画（DVD）、講演会など

の媒体を用いて行った。 

 

E. 結論 

海外渡航者にとって蚊媒介性ウイルス感染

症は重要な健康問題であり、とくにデング熱

は東南アジアなどで罹患する日本人が数多く

みられた。このため、流行地域に滞在する渡

航者には適切な予防対策を提供することが必

要であるが、在留邦人、企業の健康管理担当

者、一般の海外渡航者において知識状況や必

要とする情報に違いがあることが明らかにな

った。こうした各集団の特性を考慮して、我々

はホームページ、出版物、ポスター、動画

（DVD）、講演会などの媒体を用いて、海外

渡航者にデング熱を予防するための情報提供

を行った。これらの成果物により海外渡航者

のデング熱罹患が減少していくことを期待し

ている。 

 

F.健康危険情報 

 特になし 

 

G.研究発表 
 研究成果の刊行に関する一覧表に記載し

た。 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

 

３．その他 

  なし 
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研究要旨  

チクングニア熱が近年アフリカ東岸から南アジア，東南アジアにかけて大流行してい

る．また温帯地域における初めての国内流行がイタリア（2007 年），フランス（2010 年）

に 7 報告された．したがって媒介蚊の生息する日本国内へのチクングニアウイルス

(CHIKV)の侵淫の可能性は否定できない．これまでに我々はコモンマーモセットを用いた

CHIKV 感染モデルの検討を行った．その結果，CHIKV の接種により高いウイルス血症と迅

速な特異的抗体の上昇を観察した．そこで本研究において CHIKV 接種マーモセットに対す

る病理学的解析を行った．その結果 CHIKV 接種 4～21 日の長期に渡り脾臓および腋窩リン

パ節にウイルス遺伝子が検出された．また肝臓および脾臓において特異的抗原が検出さ

れ，肝臓においては肝のシングルセルネクローシス，細胞浸潤，脾臓においては二次濾胞

の形成および starry sky 像が観察された． 

日本（本州）旅行から帰国したドイツ人が、2013 年 9 月 9 日にドイツ（ベルリン）の

病院を受診。9 月 3 日より、40 度の熱、嘔気、続いて、斑状丘疹状皮疹が出現。入院 9 日

前に、2 週間の日本旅行（8 月 19～31 日）から直行便にて帰国した。鑑別診断の結果、

臨床像よりデング熱を疑った。発症後 7日目の血清で、デングウイルス IgM 及び IgG 抗体

価試験、デングウイルス NS1 抗原及び迅速試験で全て陽性であったことから、患者はデン

グウイルス急性感染であることが示された。デングウイルス RNA 遺伝子は陰性であった。 

日本からのデング熱の輸入症例は極めて珍しいことから、2013 年 12 月（発症後 110 日目）

に第 2 回目の血清を採取して検査した。 検体をドイツから国立感染症研究所に送付して

いただき、確認検査を実施した。その結果、デングウイルス非構造蛋白抗原陽性、抗デン

グウイルス IgM 抗体陽性、IgG 抗体陽性であった。また、中和抗体を測定した結果、デン

グウイルス 2型に対して 1、3、4型および日本脳炎ウイルスに対する中和抗体価より有意



に高く、デングウイルス 2型感染であったと診断された。  

A. 研究目的 

近 年 チ ク ン グ ニ ア ウ イ ル ス

（Chikungunya virus: CHIKV）がアフリカ東

岸からインド，東南アジアにかけて再興して

いる．我が国においても毎年 10 数例の輸入

症例が報告されている．CHIKV はトガウイル

ス科アルファウイルス属に分類される一本

鎖の(+)RNA ウイルスであり，チクングニア

熱の原因ウイルスである．CHIKV は蚊媒介性

ウイルスであり，その媒介蚊はネッタイシマ

カ（Aedes aegypti）や日本にも広範囲に生

息するヒトスジシマカ（A．albopictus）な

どのヤブカ属のカである．2005 年のレユニ

オン島でのチクングニア熱の流行において

は，呼吸器不全，心代償不全，髄膜脳炎，劇

症肝炎，腎不全等の症状と 219 人の死者が報

告された．したがってチクングニア熱の病態

はいまだ不明である．近年コモンマーモセッ

ト（マーモセット）が新たな霊長類モデルと

して注目されている．そこで我々はマーモセ

ットを用いた CHIKV 感染モデルの検討を行

った．その結果，CHIKV の接種により高いウ

イルス血症と迅速な特異的抗体の上昇を観

察した．そこで本研究の目的は CHIKV 接種マ

ーモセットに対する病理学的解析を行うこ

とである． 

 また、デング熱もチクングニア熱ともにウ

イルス血症が高く輸入症例から国内発生の

可能性がある。ドイツ Bernhard Nocht 
Institute for Tropical Medicine およびロベルト

コッホ研究所からの情報提供を受け、日本か

らの輸出デング熱疑い症例の確認検査を実

施した。 

 

B. 研究方法 

マーモセットモデル 

ウイルスと培養細胞：感染実験には CHIKV 

SL10571 株を供試した．ウイルス分離および

ウイルス中和試験にはサル腎由来の Vero 細

胞 を 用 い た （ American Type Culture 

Collection）． 

動物：体重 300ｇ～379ｇのコモンマーモセ

ット（Callithrix jacchus ）を用いた．ウ

イルス学的解析は採取した組織よりウイル

ス遺伝子を抽出し，TaqMan リアルタイム

RT-PCR 法により組織中のウイルス遺伝子量

を検出した．採取した組織は病理学的解析を

実施した。 

輸出デング熱症例の検討（検査方法） 

１）デングウイルス NS1 抗原検出 

Platelia Dengue NS1 Ag ELISA キ ッ ト

（BioRad 社）を用いた。 

２）抗デングウイルス IgM 抗体 

抗デングウイルスIgM抗体捕捉ELISAキット 

(Focus Diagnostics 社）を用いた。 

３）抗日本脳炎 IgM 抗体 

抗日本脳炎ウイルス IgM 抗体捕捉 ELISA 法

（in house）により、P/N 比＝（検体の OD

値）／（陰性コントロールの OD 値）を算出

し、P/N 比 2.0 以上を陽性と判定した。 

４）抗デングウイルス、日本脳炎ウイルス中

和抗体測定 

 BHK 細胞、FcγR 発現 BHK 細胞、Vero 細胞

を用いた 50％プラーク減少法により測定し、

10 倍希釈よりの 2 倍階段希釈法により

Endpoint を決定し抗体価を決定した。 

 

C. 研究結果 

 マーモセットモデル 

組織中の CHIKV RNA 量の検討：脾臓，腋窩

リンパ節においてウイルス RNA が検出され

た．脊髄，大腿筋，心筋，大脳，小脳，肺か

らはウイルス RNA は検出されなかった．また

対照個体である#5017からはウイルスRNAは

検出されなかった． 

病理学的解析：マーモセットの肝臓において，

細胞浸潤，肝のシングルセルネクローシスが

認められ，類洞内への細胞浸潤,肝細胞，肝

管上皮細胞およびkupper 細胞に特異的抗原

が観察された．肝細胞，kupper細胞に特異的

抗原が観察された．また脾臓においては二次

濾胞の形成，二次濾胞においてstarry sky像



が観察された． 

 輸出デング熱症例の検討 

日本からのデング熱の輸入症例は極めて

珍しいことから、ドイツ Bernhard Nocht 
Institute for Tropical Medicine では、2013 年

12 月（発症後 110 日目）に第 2 回目の血清

サンプルを採取し、デングウイルス IgM 及び

IgG 抗体が有意に減少、デングウイルス NS1

抗原（ELISA 法、迅速試験）が陰性との結果

が得られたことから、患者はデングウイルス

に感染したと判断された。IgG 抗体が、20480

倍から 640 倍に有意に低下したという点が、

通常デング熱感染では起こらない現象であ

るため、ワクチン接種歴を確認したところこ

の患者は 2009 年に、ケニヤに旅行する際に

黄熱ワクチンを接種していたことが判明し

た。 

 デングウイルスおよび日本脳炎ウイルス

IgM 捕捉 ELISA 法によりそれぞれの IgM 抗

体を測定したところ、デングウイルスに対し

ても日本脳炎ウイルスに対しても陽性であ

ったが、デングウイルスに対して高かった。 
また中和抗体価の測定結果では、デングウイ

ルス 2 型に対して 640 倍、1 型および 3 型に

対して 10 倍、4 型に対して 10 倍以下、日本

脳炎ウイルスに対して 40 倍であった。また、

FcgR 発現 BHK 細胞を用いた場合でもデン

グウイルス 2 型に対して有意な低下を認め

ず 320 倍であった。 

 

D. 考察 

CHIKV 接種 3, 7, 10, 21 日後に安楽殺を

行いコモンマーモセットの各臓器を採取し

ウイルス学的および病理学的解析を行った．

接種後 4～21 日の長期に渡り脾臓および腋

窩リンパ節にウイルス遺伝子が検出された

ことから CHIKV の感染が成立した可能性が

示唆された．また肝臓、脾臓に特異的抗原が

検出され，肝細胞に特異的抗原の観察，肝の

シングルセルネクローシス，細胞浸潤が観察

され，さらに脾臓においては二次濾胞の形成

および二次濾胞内に starry sky 像が観察さ

れたことから CHIKV の感染が成立した可能

性が示唆された． 

ドイツ Bernhard Nocht Institute for Tropical 
Medicine では、抗体測定に蛍光抗体法（IF）を

用いている。この方法で IgG 抗体を測定する

と感度が良いためかなりの交差反応を拾うこ

とになる。急性期血清中の IgG 抗体価が 20,480
と非常に高値であったのは、2009 年に接種し

た黄熱ワクチンによる IgG 抗体が交差反応し

抗体価を押し上げたものと考えられる。2013
年は FIFA ワールドカップがデング熱および黄

熱の流行地であるブラジルで開催されること

から黄熱ワクチン接種後のブラジルからのデ

ング熱輸入症例の発生が危惧されているとこ

ろである。血清診断において本症例と同様の現

象がみられる可能性が高く十分な注意が必要

である。 

 

E. 結論 

急速な輸送手段の発達とネッタイシマ蚊，

ヒトスジシマ蚊の分布拡大，熱帯雨林地域へ

の人口拡張により世界の熱帯・亜熱帯地域，

特に東南アジアにおいてチクングニア熱お

よびデング熱は今後も流行が続くことが予

想される．したがって日本においてもサーベ

イランス体制の充実、媒介蚊対策、将来のワ

クチン開発，特異的治療法の開発は重要な課

題である。 
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